Die Rolle des Proteinase-aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) in der Leishmania major (L. major) Infektion by Presser, D.L. (Dagmar)
 Aus dem Universitätsklinikum Münster 
Klinik und Poliklinik für Hautkrankheiten 
– Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Thomas A. Luger – 
 
 
Die Rolle des Proteinase-aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) 
in der Leishmania major (L. major) Infektion 
 
 
INAUGURAL-DISSERTATION 
 
 
Zur 
 
 
Erlangung des doctor medicinae 
der Medizinischen Fakultät  
der Westfälischen Wilhelms-Universität Münster 
 
 
 
Vorgelegt von 
Presser, Dagmar Luise 
aus Zweibrücken 
2008 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät 
der Westfälischen Wilhelms-Universität Münster
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Volker Arolt 
1. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. rer. physiol. 
Martin Steinhoff 
2. Berichterstatter: PD Dr. med Johannes Weßling 
Tag der mündlichen Prüfung: 21.02.2008 
 
Aus dem Universitätsklinikum Münster 
Klinik und Poliklinik für Hautkrankheiten 
– Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Thomas A. Luger – 
Referent: Univ.-Prof. Dr.med. Dr. rer. physiol. Martin Steinhoff 
Koreferent: PD Dr. med Johannes Weßling 
Zusammenfassung 
Die Rolle des Proteinase-aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) 
in der Leishmania major (L. major) Infektion 
Presser, Dagmar Luise 
Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung des PAR2-Rezeptors für den Infektionsverlauf der experi-
mentellen Leishmaniasis bei PAR +/+ und PAR -/- Mäusen zu analysieren. Deshalb wurden die 
Mechanismen einer koordinierten Immunantwort, die bei einer L. major spezifischen Th1-
Antwort zur Resistenz und mittels Ausbildung einer Th2-Differenzierung zur Suszeptibilität ge-
genüber einer Infektion führen, untersucht. Somit könnte das vorliegende Modell zu einem 
besseren Verständnis einer erfolgreichen Immunantwort bei lokalen Hautinfektionen, aber auch 
nicht infektiösen entzündlichen Dermatosen im Allgemeinen dienen. 
In beiden Mausstämmen kam es zu einer deutlichen Schwellung der infizierten Hinterpfoten. 
Die PAR +/+ Mäuse zeigten jedoch einen stärker resistenten Phänotyp, da sie ohne ulzerative 
Hautveränderungen nach einem zeitlich begrenzten Infektionsmaximum nahezu komplett ohne 
Nachweis lebender Parasiten abheilten. Bei den PAR -/- Mäusen entstanden persistierende 
Hautläsionen bei einem statistisch signifikant erhöhten Nachweis lebender Parasiten auch im 
Bereich der lokalen Lymphknotenstationen. 
Der Quotient von Antigen spezifisch sekretiertem IFNγ zu sekretiertem IL-4 bei den resistenten 
PAR +/+ Mäusen mit protektiver Th1-Immunantwort war signifikant höher als bei den PAR -/- 
Mäusen mit Th2 Typ. Zu einem sehr frühen Infektionszeitpunkt zeigte sich Gerinnungsfaktor X 
als Ligand des proinflammatorischen PAR2 in der Haut resistenter Mäuse signifikant erhöht. Als 
zentrale Vermittler dieser veränderten Immunantwort konnten Makrophagen identifiziert werden. 
Diese können L. major Parasiten durch Stickstoffmonoxid (NO) Freisetzung abtöten. Die 
Produktion von NO wird durch Zugabe von PAR2-Liganden erhöht. Da NO die Th1-
Differenzierung unterstützt, wäre dies ein möglicher Mechanismus zur Erklärung des Th1/Th2-
Shifts in PAR +/+ bzw. PAR -/- Mäusen. Die infektionsbedingte Expression epidermaler PAR2-
Liganden führt zur konsekutiven NO-Freisetzung in den phagozytierenden Makrophagen, einer 
vermehrten Th1-Differenzierung und somit zur Erregerresistenz bei PAR2 +/+ Mäusen. In Ab-
wesenheit von PAR2 zeigt sich demgegenüber bei Ausbildung einer Th2-Antwort eine verstärkte 
Suszeptibilität der PAR -/- Mäuse gegenüber einer L. major Infektion. 
Diese Erkenntnisse lassen eine Bedeutung von PAR2 bei infektiösen Hauterkrankungen und der 
Immunantwort erkennen. Proteaseinhibitoren, die als Antagonisten von PAR2 in Frage kommen 
sowie PAR2-Rezeptor-Antagonisten können somit zu neuen Therapieformen zur Behandlung 
von infektiösen Erkrankungen oder zur Immunantwort von Makrophagen führen. 
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1 EINLEITUNG  
1.1 Das Immunsystem der Haut 
Bis zur Beschreibung des sog. Hautimmunsystems im Jahre 1997 durch BOS 
[12], ist man davon ausgegangen, dass die Haut lediglich im Sinne einer me-
chanischen und physiologischen Schutzbarriere das Eindringen körperfremder 
Antigene blockierte. 
Man hatte die Vorstellung, dass erst nach Eindringen pathogener Antigene, de-
ren Bekämpfung durch das Immunsystem einsetzte. Heute stellt jedoch bereits 
das Hautorgan selbst einen maßgeblich aktiven Bestandteil bei der immuno-
logischen Überwachung und Abwehr dar. 
Das Immunsystem setzt sich aus zellulären, humoralen und unspezifischen Be-
standteilen zusammen, deren Interaktion zu einer komplexen Immunantwort 
führt. 
Auf der Grundlage dieser Einteilung konnten Gell und Coombs deshalb allergi-
sche und Überempfindlichkeitsreaktionen vereinfacht in 4 Reaktionstypen klas-
sifizieren [25, 39, 88, 112], die auch bei der Beschreibung unterschiedlicher 
Reaktionsmuster des Hautimmunsystems Bedeutung zeigen, wie beispiels-
weise beim allergischen Kontaktekzem. 
Auch beim komplexen Ablauf einer Entzündungsreaktion beteiligen sich zellulä-
re, humorale und unspezifische immunologische Elemente sowie untereinander 
kaskadenartig reagierende, lösliche Mediatoren, die Zytokine und Chemokine. 
Gelingt es Antigenen (Proteine/ Glykoproteine) in die Hautschichten einzu-
dringen, werden sie in der Mehrzahl der Fälle zunächst phagozytiert, dann 
metabolisiert und in kleine, an den Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse II 
(MHC II) gebundene Untereinheiten zerlegt. 
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Nachdem dieser Peptid-MHC-Komplex zur Oberfläche der Antigen-
präsentierenden Zelle (APC) gewandert ist, interagiert er mit den für dieses 
spezifische Antigen zuständigen T-Zell-Rezeptoren (TCR). 
Als Antigen präsentierende Zellen (APC) dienen mononukleäre Phagozyten 
(Monozyten, Makrophagen), B-Lymphozyten und dendritische Zellen [13, 72, 
112], wobei die dendritische Zellpopulation der Haut sich aus Langerhanszellen 
und dermalen Dendrozyten zusammensetzt. 
Die von Knochenmarkszellen abstammenden Langerhanszellen (LHC) machen 
zahlenmäßig ca. 3 – 4% der epidermischen Zellpopulation aus. Sie exprimieren 
die MHC-Klasse-II-Moleküle, die Rezeptoren für bestimmte Komplement-
faktoren (C3b) und den Fc-Bereich von IgG und IgE, wobei ihre Hauptfunktion 
in der Verarbeitung und Präsentation von Antigenen besteht. 
Eine spezifische Immunreaktion auf ein Antigen wird somit durch die Wechsel-
wirkung von APC und T-Zelle über den trimolekularen TCR-Peptid-MHC-
Komplex, ausgelöst. 
Inwieweit möglicherweise jedoch auch Keratinozyten, die ebenfalls MHC-
Klasse-II-Moleküle exprimieren können, bei der Antigenpräsentation eine Be-
deutung haben, ist noch nicht eindeutig verstanden.  
1.2 Leishmaniose 
Die Leishmaniose ist eine Infektionskrankheit, die durch verschiedene Spezies 
der intrazellulär parasitisch lebenden Protozoen der Klasse Kinetoplastea, Ord-
nung Trypanosomatida, Familie Trypanosomatidae, Gattung Leishmania ver-
ursacht wird. Von diesen Hämoflagellaten sind ca. 30 pathogene Arten bekannt 
[4]. 
Cunningham entdeckte im Jahre 1885 als Erster die Erreger der Leishmaniose, 
wobei sie ihren Namen aber nach dem britischen Tropenarzt Sir William Boog 
Leishman 1901 erhielten, der sie im Jahre 1903 zusammen mit Charles Dono-
van ausführlich beschrieb. 
 
Einleitung 3
 
1.2.1 Entwicklungszyklus der Leishmanien 
Die Vermehrung der Erreger erfolgt in 2 Wirten, wobei im natürlichen System 
das Haupterregerreservoir die Kaniden und Nagetiere bilden und die Über-
tragung der Parasiten durch den Biss eines Insektenvektors erfolgt. Der Wirts-
wechsel findet demnach zwischen den weiblichen Schmetterlingsmücken 
(Phlebotomus und Lutzomyia) und den Wirbeltieren (v.a. Schafe, Hunde und 
Menschen) statt. 
Nach Angaben der WHO sind weltweit in 88 Ländern ca.12 Millionen Menschen 
von dieser Infektionskrankheit betroffen. Die jährliche Inzidenz der klinisch un-
terschiedlichen Fälle wird mit insgesamt 2 Millionen angegeben. Abhängig von 
der Leishmanienspezies, werden die kutane (CL), mukokutane (MCL), viszerale 
(VL) oder diffus kutane (DCL) Form dieser Protozoeninfektion unterschieden. 
Die Leishmanien, die mit der Blutmahlzeit aufgenommen werden, befinden sich 
in einem amastigoten, unbeweglichen Stadium. Sie transformieren im Mittel-
darm des Insekten-Vektors innerhalb von 4 bis 25 Tagen zu promastigoten, tei-
lungsfähigen Leishmanien. Durch Ausbildung eines Geißelapparates (Flagel-
lum) erlangen sie außerdem die Fähigkeit zur Bewegung [91].  
Nimmt die Schmetterlingsmücke jetzt eine erneute Blutmahlzeit ein, werden die 
nun metazyklisch promastigoten Leishmanien über den Speichel und zurück-
laufenden Mageninhalt (Regurtation) in die Stichwunde des Wirbeltieres oder 
Menschen übertragen. 
In ihrer amastigoten Form sind Leishmanien obligat intrazellulär lebende Parasi-
ten, die vermittelt über den Komplement-Rezeptor-3 (CR3) auf der Oberfläche 
von Phagozyten in membranständige Phagosomen aufgenommen werden [68, 
94]. Sie fusionieren mit sekundären Lysosomen zu Phagolysosomen, der so-
genannten parasitophoren Vakuole (PV). 
In den Phagolysosomen erfolgt wiederum innerhalb von 2 – 5 Tagen eine Aus-
differenzierung zur replizierenden amastigoten Form und zwar solange, bis die 
Zelle rupturiert und die frei werdenden Leishmanien von neuen Makrophagen 
phagozytiert werden können. 
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Wenn körpereigene Abwehrmechanismen diesen Kreislauf nicht unterbrechen, 
kann es nach Infektion mit Leishmania donovani, infantum oder chagasi, zu ei-
ner Viszeralisierung durch die ungestoppte Ausbreitung des Parasiten in die 
inneren Organe und Lymphknoten kommen. 
Neben dieser unbehandelt tödlich verlaufenden Organform (VL, Kala Azar), 
zeigt die Infektion mit L. major einen begrenzten lokalen Befall auf der Haut 
(CL, Orientbeule). Diese Geschwüre können spontan abheilen und eine lebens-
lange Immunität hinterlassen. 
 
 
 
Abbildung 1. Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus der Leishmanien. (Modi-
fiziert nach einer Abbildung der WHO, Life-cycle of Leishmania) 
[http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm], 2006 
 
Einleitung 5
 
1.2.2 Experimentelle Leishmaniasis 
Die durch Infektion mit dem Protozoen L. major bei Mausinzuchtstämmen her-
vorgerufene experimentelle Leishmaniasis, ist ein ausgezeichnetes Modell für 
die Erforschung der natürlichen Infektresistenz sowie der Entwicklung einer T-
Helfer 1 (Th1) bzw. T-Helfer 2 (Th2) Zell-vermittelten Immunantwort [6, 33, 49, 
90]. 
Beim konventionellen L. major-Maus-Modell wird subkutan eine hohe Dosis (2 x 
105 – 2 x 107) in vitro kultivierter promastigoter Leishmanien der metazyklischen 
Entwicklungsphase in den Rücken oder die Hinterfußsohle der Maus injiziert.  
Verwendet man nun experimentell Leishmanien unterschiedlicher Ent-
wicklungszustände [92] oder den natürlichen Ansteckungsweg mittels 
Schmetterlingsmückenvektor [46] sowie alternativ intravenöse, intradermale 
und intranasale [8, 24, 71] Inokulationsrouten, können Unterschiede im 
Infektionsverlauf beobachtet werden. 
Unterschiede in diesem Krankheitsbild wurden auch durch die Verwendung 
verschiedener Leishmanien-Stämme beobachtet [76], wobei die häufigsten 
verwendeten Stämme Friedlin (Jordan Valley, WHOM/IL/80/FN), IR173 (Iran, 
WHOM/IR/-173), LV39/Neal (Southern Russia, MRHO/SU/59/P), NIH/Seidman 
(West Africa, MHOM/SN/74/S), und CC-1 (Iran, MHOM/IR/83/LT252) [90] sind.  
Auch die Anzahl injizierter Parasiten [30], sowie das Alter der verwendeten Ver-
suchstiere [32], spielt eine zusätzlich wichtige Rolle beim Krankheitsgeschehen. 
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Abbildung 2. Zeitliche Entwicklung des L. major -Maus-Modells [90] 
1.2.3 Resistenz und Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit 
L. major 
Wie bereits erwähnt, kann bei Mausinzuchtstämmen anhand von Infektionen 
mit Leishmania major als Modell die natürliche Infektresistenz sowie die Ent-
wicklung der Th1/Th2 Zell-vermittelten Immunantwort [6, 33, 49, 90] aus-
gezeichnet erforscht werden. 
Dabei werden die obligat intrazellulären Parasiten von Phagozyten (Makro-
phagen und in einem gewissen Umfang auch dendritischen Zellen (DC)) auf-
genommen. In der Antigenpräsentation sind die DC oder Langerhanszellen den 
Makrophagen überlegen. Die Proliferation der Leishmanien hingegen erfolgt 
aber in den Makrophagen, die auch die Zellen darstellen, in der die Parasiten 
längere Zeit beherbergt werden [11, 28].  
Bei der experimentellen Leishmaniasis beschränken sich die Krankheits-
symptome bei den meisten Mausstämmen (z. B. C57, BL6 oder C3H) selbst-
limitierend auf die Haut und lokoregionäre Lymphknotenstationen, während sie 
bei Balb/c-Mäusen zu einer tödlichen Ausbreitung der Parasiten führt. 
Eine Resistenz gegenüber L. major ist gekoppelt an die Entwicklung L. major-
spezifischer Th1 (CD4+) [11, 43] sowie – bei initial niedriger Parasitenzahl - 
auch Tc1 (CD8+) -Zellen [9], da diese durch Freisetzung von Interferon (IFN)γ 
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die Makrophagen zur Produktion des leishmaniziden Stickstoffmonoxids (NO) 
anregen. 
In suszeptiblen Mäusen hingegen kommt es durch Hemmung der Th1-Antwort, 
verursacht durch eine Vermehrung L. major-spezifischer Th2-Zellen, die u.a. 
Interleukin (IL)4, IL5, IL10 und IL13 sezernieren, zur Deaktivierung der Makro-
phagen-Aktivität. 
Die Ursache für die inadäquate Th2-Differenzierung in den Balb/c-Mäusen ist 
aktuell trotz intensiver Forschung noch nicht geklärt.  
Nach Beginn der Infektion wirken die entscheidenden Entzündungs-
mechanismen sehr schnell, sodass mit den meisten immunmodulierenden Sub-
stanzen nur innerhalb der ersten Woche eine Beeinflussung des Infektionsver-
laufes möglich ist. Dabei sind vermutlich die ersten beiden Tage nach der Infek-
tion entscheidend [10, 20, 40, 52, 109]. 
Von großer Bedeutung für die Th2-Differenzierung scheint die sehr frühe Pro-
duktion von IL4 zu sein, da gezeigt werden konnte, dass es im lokalen Lymph-
knoten bereits einen Tag nach der Infektion zur Produktion von IL-4 kommt [49, 
51]. Die Quelle des IL4 scheint dabei eine Population von CD4+ T-Zellen, die 
über einen Vβ4Vα8 T-Zell-Rezeptor, der das L. major Antigen LACK (Homolog 
der aktivierten C-Kinase) erkennt, darzustellen [49, 50]. Bemerkenswert ist, 
dass transgene Balb/c-Mäuse, denen die Vβ4- Kette des T-Zell-Rezeptors fehlt, 
eine Th1-dominierte Immunantwort zeigen und somit die Infektion kontrollieren 
[41] können. 
Entscheidend für die gute Dokumentation der unterschiedlichen Infektionsver-
läufe bei resistenten und suszeptiblen Mäusen, ist die Kenntnis über die adä-
quate T-Helfer-Zell-Differenzierung im Lymphknoten. 
Über einen möglichen Einfluss des primären kutanen Infektionsortes auf diese 
Differenzierung und den Krankheitsverlauf existieren nur wenige Arbeiten. Meis-
tens befasste man sich mit der Expression von Zytokinen und Chemokinen in 
der infizierten murinen oder humanen Haut sowie in Infektionsstadien, in denen 
die Th-Zell-Differenzierung bereits erfolgt war [15, 53, 60, 61, 85, 87, 106]. So-
mit ist nicht auszuschließen, dass durch die dann bereits vorhandenen differen-
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zierten Th1- bzw. Th2-Zellen die lokale Produktion von Zytokinen und Chemo-
kinen beeinflusst wird, bzw. durch sie selbst bedingt ist. Dies vermutet man ins-
besondere für die typischerweise durch Th1- und Th2-Zellen produzierten Zyto-
kine wie z. B. IFNγ und IL4. 
Zu einem recht frühen Zeitpunkt der murinen L. major Infektion (8.Tag), wurde 
die Expression des Th2 assoziierten Zytokins TGFβ analysiert. Es konnte nach-
folgend durch immunhistochemische Färbung nachgewiesen werden, dass in 
den suzeptibelen Balb/c-Mäusen mehr TGFβ produzierende Zellen im Infiltrat 
vorhanden waren [106]. Diese Beobachtung korrelierte wiederum mit einer er-
niedrigten Gewebeexpression der induzierbaren NO-Synthetase (NOS).  
Weiter befasste man sich im humanen Modell mit der Expression kutaner Che-
mokine, wobei sich bemerkenswerte Unterschiede zwischen der lokalisierten 
und diffusen kutanen Leishmaniose-Form ergaben [87]. 
Die lokalisierte Form hob sich durch eine hohe Expression der Th1 assoziierten 
Chemokine MCP-1, MIG und IP-10 hervor, während die diffuse Form durch eine 
starke Expression des Th2 assoziierten Chemokins MIP1α gekennzeichnet war. 
Die Elimination von intrazellulären Leishmanien in humanen Monozyten kann 
durch MCP-1 stimuliert werden, wobei dieser Effekt durch IFNγ verstärkt und 
durch IL4 gehemmt wird [86]. 
Ob die Unterschiede in der kutanen Expression der Chemokine, Konsequenz 
oder Ursache der Th-Differenzierung sind, musste zu einem Zeitpunkt unmittel-
bar nach Beginn der Parasiteninfektion und verständlicherweise nur in der ex-
perimentellen murinen Leishmaniasis untersucht werden. 
Untersuchungen von Sunderkötter et al. konnten zeigen, dass bei Balb/c-
Mäusen verglichen mit C57BI/6-Mäusen wenige Tage nach Infektionsbeginn 
eine stärkere und frühere Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in der 
infizierten Haut auftritt [7, 107, 110]. Die funktionelle Relevanz dieser Be-
obachtung konnte dadurch untermauert werden, dass eine Behandlung von 
Balb/c-Mäusen zum Zeitpunkt der Infektion mit einem zytotoxischen Antikörper 
gegen neutrophile Granulozyten, zu einer Hemmung der Th2-Differenzierung 
und einer partiellen Resistenz gegenüber dem Erreger führte [110]. Hingegen 
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trat in resistenten C57BI/6 und in Balb/c-Mäusen eine Depletion neutrophiler 
und eosinophiler Granulozyten ein, die eine beschleunigte Ausbreitung der 
Parasiten und somit konsekutiv eine höhere Parasitenanzahl in Haut und 
Lymphknoten [54] zur Folge hatte.  
Eine stärkere lokale Entzündungsreaktion in C57BI/6-Mäusen, verbunden mit 
Ulzerationen und einer verzögerten Erregerelimination wie bei suszeptiplen 
Mäusen, konnte durch die Injektion von Knochenmarkszellen (hauptsächlich 
neutrophilen Granulozyten und unreifen Makrophagen, die positiv für das Calci-
um bindende Protein S100A9 waren), herbeigeführt werden [100].  
Diese Ergebnisse stehen prinzipiell in Übereinstimmung mit den Arbeiten von 
Tacchini-Cottier et al [110], obwohl diese eine heterogene Zellpopulation ver-
wendeten. 
Größere Anteile reifer Makrophagen scheinen im frühen Infiltrat bei den resis-
tenten C57BI/6-Mäusen mehr als bei den suszeptiblen Mäusen hinweisend vor-
handen zu sind [7, 107]. Dieser Unterschied ist transient und scheint - wahr-
scheinlich abhängig von der Anzahl infektiöser Leishmanien - verschieden zwi-
schen dem ersten und vierten Tag nach Infektion einzutreten. 
Es ist andererseits aber auch denkbar, dass infiltrierende Makrophagen-
populationen unterschiedliche Zytokine freisetzen und damit lokal zu einem 
distinkten Zytokinmilieu mit unterschiedlichen Auswirkungen auf die T-Zell-
Differenzierung führen. 
Die Rekrutierung von Leukozyten im entzündlichen Gewebe erfolgt ent-
scheidend durch Chemokine. Bei der Leishmaniose z. B. korreliert die frühe 
Einwanderung von Granulozyten und NK-Zellen positiv mit der Expression der 
Chemokine KC bzw. IP-10 in der infizierten Haut [69]. 
Der bei den Mausstämmen zu beobachtende, unterschiedliche Influx bzw. die 
verschiedenartige Aktivierung von frühen Effektorzellen (z. B. Granulozyten, 
natürliche Killerzellen, monozytäre Zellen) in das entzündliche Gewebe könnte 
somit durch die differenzielle Expression von Chemokinen verursacht sein. Eine 
Mitbeteiligung weiterer Mediatoren, wie z. B. Proteasen ist bislang nicht unter-
sucht. 
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In der Haut von C57BI/6-Mäusen, verglichen mit Balb/c-Mäusen, konnte 24h 
nach Infektion tatsächlich eine stärkere Expression des NK-Zell aktivierenden 
IP-10 gefunden werden, wobei die Behandlung von Balb/c-Mäusen mit IP-10 
dann zu einer Aktivitätszunahme der natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) [69, 
113] führte. 
Weiterhin können lokal produzierte Zytokine und Chemokine die Migration von 
Langerhanszellen (LC) in den lokalen Lymphknoten beeinflussen [3].  
Behandelte man Balb/c-Mäuse zum Zeitpunkt der Infektion mit TNFα, führte 
dies innerhalb der ersten beiden Tage danach zu einer vermehrten Migration 
der LC, während IL1β und MIP1α einen umgekehrten Effekt zeigten. 
Dies steht in Korrelation mit den im Lymphknoten nachweisbaren Parasiten-
zahlen.  
MCP-1 hatte keinen Effekt auf die LC-Migration, während entsprechend die in-
vivo Depletion von IL1β und TNFα zu einer Zu- bzw. Abnahme der L. major in-
duzierten LC-Migration führte. Da die gleichen Auswirkungen auf die LC-
Migration auch in Hautexplantatkulturen nachweisbar waren, geht man von der 
Existenz lokal in der Haut produzierter Zytokine wie IL1β und/ oder TNFα aus. 
Es konnte u.a. beobachtet werden, dass die IL1β-Behandlung von Balb/c-
Mäusen zum Zeitpunkt der Infektion eine Th1-Differenzierung förderte und da-
mit ein deutlich milderer Infektionsverlauf [35, 116] herbeigeführt werden konn-
te. 
Unklar bleibt allerdings, ob eine Korrelation zwischen der Fähigkeit der LC zur 
Migration und Phagozytose der Erreger und ihrer Eigenschaft, die Th1-
Differenzierung direkt zu beeinflussen, besteht. 
Anhand weiterer Beobachtungen konnte auch gezeigt werden, dass von ent-
scheidender Bedeutung für die Th-Zell-Differenzierung und den Krankheitsver-
lauf der Infektionsort ist. Dies konnte einerseits dadurch belegt werden, dass 
bei Auftreten einer intravenösen oder intranasalen Infektion, der normalerweise 
resistente C57BI/6-Mausstamm zu einem suszeptiblen Phänotyp wird [24, 71] 
und andererseits bei SWR/J-Mäusen die kutane Infektion im Bereich der 
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Schwanzbasis zur Suszeptibilität führt, jedoch im Falle der Infektion an der 
Fußsohle eine Eliminierung der Erreger stattfindet [70]. 
Anhand der vorliegenden Arbeiten, lässt sich zusammenfassend vermuten, 
dass auf die Th-Zell-Differenzierung entscheidend immunmodulierende Sub-
stanzen einwirken. Diese werden von am Primärort der Infektion vorliegenden 
Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen, NK-Zellen, epidermale Zellen) pro-
duziert [56, 59, 69, 110, 113, 114]. 
1.3 Die Bedeutung von PAR2 für kutane Entzündungsreaktionen 
Neuere Daten deuten stark darauf hin, dass Serinproteasen wie Thrombin, Ca-
thepsin G, Tryptase, bakterielle Proteasen, Kallikreine oder Trypsine nicht nur 
Enzyme sind, die Proteine oder Peptide im extrazellulären Raum degradieren, 
sondern zusätzlich während einer Inflammation und einer Immunantwort wichti-
ge biologische Effekte wie Zytokinfreisetzung, Chemokinaktivierung, Zell-
migration, Regulation von Integrinen oder Zelladhäsionsmolekülen oder die 
Rekrutierung von Leukozyten und Aktivierung von Endothelzellen vermitteln 
[78, 83, 89]. 
Diese Prozesse werden spezifisch durch die Spaltung und Aktivierung von Pro-
teinase-aktivierten Rezeptoren (PARs) im extrazellulären Raum durch o.g. Pro-
teasen vermittelt. PARs sind G Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben 
transmembranären Domänen, die durch proteolytische Spaltung aktiviert wer-
den. Bis jetzt konnten 4 PARs kloniert und charakterisiert werden. Die Aktivie-
rung von PAR-Rezeptoren führt zur Auslösung von Signaltransduk-
tionskaskaden, die unmittelbar an Entzündungsvorgängen, Wachstums-
prozessen von Zellen oder der Immunantwort beteiligt sind (Übersicht in [102]). 
Jüngste Daten weisen darauf hin, dass PAR1 und PAR2 bei der neurogenen 
Entzündung involviert sind [105]. Dem liegt der Mechanismus zugrunde, dass 
Proteinasen auf sensorischen Neuronen PAR2 aktivieren, und so Neuropeptide 
freisetzen, die wiederum Gefäßerweiterung und Plasmaextravasation (Ödem-
bildung) hervorrufen. Der Ligand von PAR2, Mastzell-Tryptase, induziert auch 
die Infiltration des Entzündungsgebietes mit neutrophilen Granulozyten und sti-
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muliert die Zytokinsekretion. Bei verschiedenen Entzündungen der Haut können 
Tryptase-freisetzende Mastzellen in enger Nähe zu PAR2 exprimierenden Zel-
len wie Keratinozyten und Endothelzellen oder Nerven gefunden werden. Vor 
kurzem durchgeführte Studien an PAR2-defizienten Mäusen zeigten, dass PAR2 
eine wichtige Rolle bei der Kontaktdermatitis in vivo spielt. 
Die Bedeutung von PAR-Rezeptoren bei Infektionen und der Immunantwort 
sind bislang wenig verstanden. Es ist bekannt, dass bakterielle Proteasen PAR2 
auf Epithelzellen der Gingiva aktiviert, und über die Regulation von Defensinen 
am Entzündungsvorgang der Gingivitis beteiligt ist. Weiter ist PAR1 bei der Her-
pes-Virus-Infektion in vitro und PAR2 bei der HIV-Infektion beteiligt. Eine Rolle 
von PAR2 bei parasitären Erkrankungen ist bislang nicht untersucht. 
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2 ZIELSETZUNG 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die entscheidenden Mechanismen näher zu 
analysieren, die zur Resistenz oder Empfindlichkeit von Mäusen gegenüber 
L. major bedingter kutaner Infektionen beitragen. 
Von besonderer Bedeutung für die Elimination dieses Parasiten ist die ko-
ordinierte Interaktion von unspezifischem und spezifischem Immunsystem. 
Eine Resistenz ist dabei an die Entwicklung von T-Helfer (Th) Zellen des Typs I 
gekoppelt, während Suszeptibilität gegenüber dem Erreger durch Entwicklung 
einer Th2-Antwort eintritt. 
In letzter Zeit konnte gezeigt werden, dass der Proteinase-aktivierte Rezeptor-2 
(PAR2) an immunologischen Vorgängen in der Haut von entscheidender Be-
deutung ist. 
Ziel der Untersuchungen war es daher: 
1. die Bedeutung von PAR2 bei der koordinierten Immunantwort gegenüber 
der L. major Infektion in vitro und in vivo zu untersuchen. Deshalb wurde 
der Infektionsverlauf in Mäusen, in denen der PAR2 genetisch depletiert 
wurde (PAR2 knockout Maus) im Vergleich zu genetisch unveränderten 
Tieren, analysiert. 
2. es sollte der Verlauf der lokalen Entzündungsreaktion sowie die Fähigkeit 
der Mäuse zur Elimination der Parasiten und der Typ der Parasiten-
spezifischen adaptiven Immunantwort genau analysiert werden. 
3. es sollten die Mechanismen aufgeklärt werden, über die der PAR2-
Rezeptor die Immunantwort gegenüber der Leishmanien-Infektion beein-
flussen kann. Der Schwerpunkt sollte dabei auf den Mechanismen liegen, 
die direkt in der infizierten Haut wirksam werden, da dort viele Zellen über 
einen funktionellen PAR2 verfügen, was bei den Zellen des adaptiven Im-
munsystems nicht der Fall ist. 
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Angenommen wird, dass diese Ergebnisse zu neuen Erkenntnissen führen, wie 
Proteasen eine erfolgreiche Immunantwort gegenüber L. major möglich ma-
chen. Weiter hat die Untersuchung dieser Mechanismen weiterführende grund-
legende Relevanz für das Verständnis der adäquaten Immunantwort auf eine 
lokale Infektion. Darüber hinaus können diese Ergebnisse zum besseren Ver-
ständnis von infektiösen als auch nicht-infektiösen entzündlichen Dermatosen 
beitragen, bei denen ein Ungleichgewicht in der adaptiven Immunantwort be-
steht. Somit könnte ihre Aufklärung bei Erkrankungen wie z. B. der Psoriasis 
oder der atopischen Dermatitis von wichtiger therapeutischer Bedeutung sein. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Lösungen und Puffer 
Antikörper-Lösung (3ml-Ansatz; 1:200) 
3 ml Puffer 1 
31 μl steriles Schafserum  
94 μl 10% v/v Triton X-100  
Das Gemisch wurde bei 37°C über Nacht inkubiert. Unmittelbar vor Gebrauch 
erfolgte die Zugabe von 15 μl Anti-DIG-Antikörper (AP-konjugiert). 
 
Aqua bidest. Diethylpyrokarbonat (DEPC)-behandelt 
1 ml Diethylpyrokarbonat (DEPC) Reinsubstanz 
1000 ml A. bidest 
Das Gemisch wurde unter dem Abzug bis zur Lösung im Magnetrührer über 
Nacht gerührt und danach autoklaviert. 
 
Azetanhydrid (0,25%) in 0,1 mol/l Triethanolamin, pH 7,5 
894 mg Triethanolamin 
60 ml A. bidest.-DEPC 
pH mit HCL auf 7,5 einstellen 
Das Azetanhydrid (150 μl) wurde unmittelbar vor der Inkubation zugegeben und 
60 sek. gerührt. 
 
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) 50 mg/ml (Stammlösung) 
500 mg 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 
10 ml 100%iges Dimethylformamid 
Aliquote Teile der Lösung wurden bei -20°C aufbewahrt. 
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50 x Denhardts 
5 g Ficoll, 5 g bovines Serumalbumin, 5 g Polyvinylpyrolidone, 500 ml A. bi-
dest.-DEPC 
Die steril hergestellte Lösung wurde in 50 ml aliquoten Teilen bei -20°C ge-
lagert. 
 
Dextransulfat-Lösung 
2,5 g Dextransulfat, 5 ml A. bidest.-DEPC 
Das Dextransulfat wurde im ca. 70°C warmen Wasserbad gelöst. 
 
0,5 mol/l EDTA-Na2, pH 8,0 
18,6 g di-Natrium-EDTA-Di-Hydrat (MW 372,31), 60 ml A. bidest.-DEPC 
Die Lösung wurde mit 5 N NaOH auf pH 8,0 eingestellt und auf 100 ml A. bi-
dest.-DEPC aufgefüllt. 
 
Farblösung (~100ml) 
450 μl NBT (Stammlösung), 350 µl BCIP (Stammlösung), 100 ml Puffer 3. Die 
Lösung wurde bis zum unmittelbaren Gebrauch abgedunkelt. 
 
Hybridisierungs-Lösung 20 ml 
10 ml 100%iges Formamid, 500 μl tRNA 20 mg/ml, 2,4 ml NaCl 5 mol/l, 200 μl 
ssDNS-Lösung, 400 µl 50 x Denhardts, 4 ml Dextransulfat 50%, 260 µl H2O, 
EDTA 0,5 mol/l, pH 8, DTT 1,25 mol/l, 100 ng/ml RNS-Sonde 
 
20 x MOPS Puffer 
200 mmol/l MOPS (SIGMA), 50 mmol/l Na-Acetat, 10 mmol/l EDTA, pH 8,0 
Die Pufferlösung wurde mit A. bidest. auf 1000 ml angesetzt und der pH mit 
NaOH auf 7,0 eingestellt. 
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Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) 75 mg/ml (Stammlösung) 
1 g NBT, 13,3 ml 70%iges Dimethylformamid (14 ml 100% DMF + 6 ml A. bi-
dest.) 
Dies entspricht einer Stammlösung mit 75 mg/ml NBT. Die Lösung wurde bei 
4°C gelagert. 
 
4 %iges Paraformaldehyd (PFA), pH 7,35-7,4 
40 g Paraformaldehyd, 1000 ml 1 x PBS 
Das Paraformaldehyd wurde bei ca. 60°C gelöst und nicht autoklaviert. 
 
10 x PBS (“Phosphate buffered saline“) - Puffer (Stammlösung) 
80,0 g NaCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,0 g KCl, 2,4 g KH2PO4, ad 1000 ml A. bidest. 
 
Proteinase K-Lösung 
1 ml 1 mol/l Tris-HCl, pH 8,0, 1 ml 0,1 mol/l CaCl2  
Diese Reagenzien wurden zusammen in 60 ml A. bidest.-DEPC bei 37°C vorin-
kubiert. Unmittelbar vor Gebrauch wurden 4,3 μl Proteinase K (14 mg/ml) zu-
gegeben, sodass die Verdaulösung eine Endkonzentration von 1 μg Prot. K/ml 
Verdaulösung aufwies. 
 
Puffer 1 pH 7,5 
12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MW 121,14), 8,77 g NaCl (MW 
58,44), 1000 ml A. bidest. 
 
Puffer 2 (Blockierungsreagenz) 
1,2 ml normales steriles Ziegenserum, 1,8 ml 10%iges Triton-X-100 (auto-
klaviert), 60 ml Puffer 1 
 
Puffer 3 pH 9,5 (200 ml Stammlösung) 
12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 5,84 g NaCl 
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Die Pufferlösung wurde mit A. bidest. auf 1000 ml angesetzt und der pH mit 
NAOH auf 9,5 eingestellt und anschließend autoklaviert. Dann wurden folgende 
Substanzen zugegeben: 
2,03 g MgCl2+6H2O 
 
Puffer 4 pH 8,0 
1,21 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 0,37 g EDTA-Na2 (MW 372,3), 1000 
ml A. bidest. 
 
RNase-Lösung 
10 ml 3 mol/l; NaCl, 600 μl 1 mol/l Tris-HCl, pH 8,0, 120 μl 0,5 mol/l EDTA-Na2, 
pH 8,0, 49 ml A. bidest. (steril) 
Dies wurde zusammen bei 37°C vorinkubiert und unmittelbar vor Gebrauch 15 
μl RNase, DNase frei (RNase A) und 10 μl RNase T1 zugegeben. 
 
Salmonsperm-DNS (ssDNS)-Lösung, 10mg/ml 
Das Lyophilisat (250 mg) wurde mit 25 ml Puffer 4, pH 8,0 gelöst, sodass eine 
Endkonzentration von 10 mg/ml erreicht wurde. Diese Lösung wurde bei 4°C 
gelagert. 
 
20 x SSC (“standard saline citrat“) pH 7,0 (Stammlösung) 
175,3 g NaCl, 88,2 g Na-Citrat (Tri-Natrium-Di-Hydrat), ad 800 ml A. bidest. 
Der pH wurde mit 1 N HCl auf 7,0 eingestellt und auf 1000 ml A. bidest auf-
gefüllt. 
 
TAE-Puffer 
40mM Tris pH 8,3, 2mM EDTA  
 
1 M Tris-HCl, pH 8,0 
12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MW 121,14), 100 ml A. bidest. 
Der pH wurde mit konzentrierter HCl auf 8,0 eingestellt. 
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3.2 Medien 
Schneider’s Drosophila Medium (SDM) (komplett): 
iFCS (steril filtriert) 50 ml Biowest, Nuaille, Frankreich 
Penicillin/Streptomycin (50µg/ml) 5 ml Biochrom, Berlin 
L-Glutamin, 200 mM 10 ml Biochrom, Berlin 
humaner Urin 10 ml Dr. Leukert, Münster 
Schneider’s Drosophila-Medium 425 ml PromoCell, Heidelberg 
 
Das Schneider`s Drosophila-Medium und inaktiviertes fötales Kälberserum 
(iFCS) wurden vor ihrer Verwendung steril filtriert (Filtrationseinheit, 0,2 μm, 
Sarstedt).  
 
 
Einfriermedium für Leishmanien: 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 1 ml Sigma Aldrich Chemie, Stein-
heim 
iFCS (steril filtriert) 9 ml Biowest, Nuaille, Frankreich 
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Enzyme: 
Proteinase K Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
RNAse A Merck, Darmstadt 
RNAse T1 Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim 
T3-/ T7 Polymerase Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim 
T4-Ligase MBI Fermentas, St. Leon Rot 
DNAse I Qiagen, Hilden 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs GmbH, 
Frankfurt 
Taq DANN Polymerase Qiagen, Hilden 
RevertAid™ H Minus M-MuLVReverse 
Transkriptase 
MBI Fermentas, St. Leon Rot 
 
Alle Enzyme wurden entsprechend der Angaben der Hersteller und den mit-
gelieferten Puffern eingesetzt. 
Für die Real Time PCR wurde der Absolute™ qPCR SYBR Green® Mix mit der 
darin enthaltenen Thermo-Start® DNA Polymerase der Firma ABgene ver-
wendet. 
Oligonukleotide: 
Für die Amplifikation der cDNA mittels PCR wurden folgende Intron-
überspannende Oligonukleotide mit Hilfe der Primer-Express-Software erstellt 
und ihre Synthese bei der MWG Biotech, Ebersberg, in Auftrag gegeben. Die 
erhaltenen Primer-Lyophilisate wurden nach Herstellerangaben mit DEPC-
behandeltem A. bidest. gelöst und ebenfalls mit DEPC-A. bidest. auf eine Kon-
zentration von 15 pmol/μl eingestellt. Diese Gebrauchslösungen wurden ali-
quotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  
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FXF (Faktor X) 5’-AAG GAA ATC TGG AAA GAG AGT GTA TGG-3’ 
FXR   5’-TGG TCG CCG TCT TTA TAT TTG G-3’ 
GAPDH3F  5’-GGT CCT CAG TGT AGC CCA AGA TG-3’ 
GAPDH3R  5’-TGG CCT TCC GTG TTC CTA CC-3’ 
Plasmid: 
RNA-Sonde Vektor Größe (bp) 
Linearisiert mit 
(Orientierung) 
FX, nt 257-1859 
von BC003877.1 
pBluesscript-II-
SK® 1602 
Bam HI (T3, as)/ 
SalI (T7, s) 
 
Das FX-Plasmid wurde von Dr. Jan Ehrchen (Institut für Experimentelle Derma-
tologie, Münster) zur Verfügung gestellt.  
Molekularbiologische Kits: 
Microarray Target Amplification Kit® Roche, Mannheim 
Microarray Target Purification Kit® Roche, Mannheim 
Mini Quick Spin Columns® Roche, Mannheim 
DIG RNA Labeling Mix®, 10 x conc. Roche, Mannheim 
Rneasy® Mini Kit Qiagen, Hilden 
Rneasy® Micro Kit Qiagen, Hilden 
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit® Genomed, Löhne 
JETSTAR Plasmid Purification Kit® - Mini Genomed, Löhne 
JETSTAR Plasmid Purification Kit® - Maxi Genomed, Löhne 
RNA 6000 NanoChip® Kit Agilent, Waldbronn 
3.3 Versuchstiere 
Die Versuchstiere wurden entsprechend den Bestimmungen gemäß § 8 des 
Tierschutzgesetztes vom 25. Mai 1998 (GBGI. IS. 1105) gehalten und be-
handelt. Das Versuchsvorhaben wurde von der Bezirksregierung Münster 
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(Aktenzeichen 50.0835.1.0; G 83 / 2002) genehmigt. Als Versuchstiere wurden 
acht bis zehn Wochen alte weibliche Balb/c- und C57Bl/6-Mäuse von der Firma 
Harlan und Winkelmann, Borchen und Charles River Laboratories, Sulzfeld be-
zogen. Sie wurden in Makrolonkäfigen (Typ III) im Zentraltierstall des Instituts 
für Experimentelle Dermatologie bei einer Raumtemperatur von +20°C, relativer 
Luftfeuchtigkeit von 55% ± 5%, einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden 
durch Kunstlicht bei 300 Lux, gehalten. Entkeimtes Trinkwasser aus Flaschen, 
sowie pelletiertes Futter stand den Mäusen ad libitum zur Verfügung. 
Probenmaterial 
Die Proben wurden nach Euthanasie der Mäuse durch intraperitoneale Injektion 
von 225 µl Ketanest® (5mg/ml) und 25 µl Rompun® (2%) entnommen. 
Fußsohlenhaut (Gesamthaut) 
Die Fußsohlenhaut (im weiteren Verlauf als Gesamthaut bezeichnet) der Hinter-
läufe wurde vom Mittelfußknochen gelöst, in Kryogefäße überführt und in flüssi-
gem Stickstoff bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gehalten. 
Hinterfüße 
Die Hinterfüße wurden zur Herstellung von Gefrierschnitten für die die in situ 
Hybridisierung (ISH) verwendet. Sie wurden in Höhe des Sprunggelenkes ab-
getrennt, in OCT-Medium (Tissue-TeK®, Sakura, Zoeterwoude) eingebettet und 
in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden 
sie bei -80°C gelagert. 
Generelle Vorsichtsmaßnahmen im Umgang mit L. major 
Sämtliche Arbeiten wurden an einer Sicherheitswerkbank in Schutzkleidung 
durchgeführt. Infektiöse Materialien, wie Flüssigkeiten und Verbrauchs-
materialien, wurden speziell gekennzeichnet, gesondert gesammelt und an-
schließend in dafür vorgesehenem Verpackungsmaterial autoklaviert. Vor und 
nach jedem Arbeiten mit infektiösem Material wurden Instrumente und Arbeits-
bänke mit 0,5 %igem Lyso FD 10 (Schülke & Mayr, Norderstedt) desinfiziert. 
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3.4 Leishmanien 
Der verwendete L. major Stamm MHOM/IL/81/FE/BNI wurde von Frau Prof. Dr. 
Heidrun Moll, Institut für Molekulare Infektionsbiologie, Universität Würzburg zur 
Verfügung gestellt. 
Propagierung von L. major 
Für die Propagierung von L. major wurden promastigote Leishmanien in statio-
närer Phase verwendet. 2 x 107 Leishmanien wurden in 50 µl PBS auf-
genommen und subkutan und plantar in den Hinterfuß einer Balb/c Maus in-
jiziert. Nach 2 – 3 Wochen waren sichtbar abszedierte Granulome am 
Infektionsort erkennbar. Für die Ernte des Fußes wurde das Tier euthanasiert, 
der Fuß mit 70% Ethanol gesäubert und in Höhe des Sprunggelenkes ab-
getrennt. Der Fuß wurde in eine mit SDM-Medium befüllte Petrischale überführt, 
die im Abszess enthaltenen Leishmanien ausgestrichen und anschließend für 
10 min bei 1125 x g, 20°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium re-
suspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt. Nach 2 – 3 Tagen im Brut-
schrank bei 27°C und 5% CO2 wurden 17 ml Medium hinzugegeben und die 
Kultur in eine T75-Flasche überführt.  
Kultur von L. major 
Sobald die Leishmanien eine Dichte von ca. 5 x 107
 
Zellen/ml erreicht hatten, 
wurden die Kulturen in einem Verhältnis von 1:10 umgesetzt. Dafür wurde der 
Inhalt der T75-Kulturflasche in ein 50 ml Bluecap Röhrchen überführt und für 10 
min, 1125 x g, 20°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Medium auf-
genommen und 1/10 (100µl) des Volumens auf 15 ml frisches Medium in einer 
neuen T75-Flasche gegeben und wie beschrieben inkubiert. Die Infektiösität der 
verwendeten Leishmanien wurde durch regelmäßige Passagierung durch 
Balb/c-Mäuse gewährleistet (maximal 10 Passagen in vitro). 
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Auszählung von L. major 
Der Inhalt einer T75 Flasche wurde pelletiert und mit PBS gewaschen. Nach 
der Zentrifugation wurde das Pellet in PBS aufgenommen, mit 1% Paraform-
aldehyd verdünnt und die Parasiten anschließend in einer Neubauer-
Zählkammer gezählt. Es wurde der Mittelwert der Parasitenzahlen aus vier 
großen Zählfeldern gebildet. Die Zellzahl wurde wie folgt ermittelt: 
Absolute Anzahl der Leishmanien =  n x 104 x 1000/ ml 
      =  n x 107/ ml  
(n = Mittelwert der ausgezählten Leishmanien) 
Limiting dilution assay von L. major 
Die Quantifizierung von L. major erfolgte durch einen limiting dilution assay 
[111]. Die Milzen und Lymphknoten wurden in 5ml SDM Medium aufgenommen 
und mit einem Rotor-Stator Homogenisator homogenisiert. Anschließend wurde 
der Homogenisator mit 70% Ethanol und mit PBS gewaschen. Die Hinterfüße 
wurden in eine Petrischale mit 5ml Medium überführt und die Fußsohle mit ei-
nem Skalpell zerkleinert. Die Suspension der Milzen und Lymphknoten wurde 
auf zwei 96-well Platten 1:2 bis zu 24 Verdünnungsstufen weiter verdünnt. Die 
Hinterfüße wurden 1:20 vorverdünnt und wie oben aufgetragen. Für jedes Pro-
benmaterial wurden je Maus Vierfachansätze angesetzt. Die Platten wurden mit 
Parafilm und Deckel abgedeckt. Nach einer Woche Inkubation bei 27°C und 5% 
CO2 wurden die Platten ausgewertet, indem die Verdünnungsstufe bestimmt 
wurde, in der noch Leishmanien unter dem Lichtmikroskop sichtbar waren. Aus-
gehend von dieser Verdünnungsstufe wurde die Anzahl der Parasiten nach fol-
gendem Schema berechnet: 
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Milzen und Lymphknoten 
Erste Verdünnung 100 µl unverdünnt ~ 1 Parasit, also 50 Parasiten in 5 ml. 
Füße 
Erste Verdünnung 100 µl 1:20 ~ 1 Parasit, also 20*50 = 1000 Parasiten in 5 ml. 
3.5 RNA-Isolierung 
RNA-Isolierung aus Gesamthautproben 
Die Isolierung der RNA erfolgte durch die Acid Guanidinium Thiocyanate-
Phenol-Chloroform Extraction [22]. Dazu wurde die in flüssigem Stickstoff ge-
lagerte Haut von zwei Fußsohlen zuerst in einem vorgekühlten Mörser pulveri-
siert. Das Pulver wurde in eine 1,2 ml TRIzol® Reagent (Invitrogen, Karlsruhe) 
enthaltende Zellkulturschale auf Eis überführt. Das Lysat wurde mehrmals in 
einem Potter homogenisiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Das 
im TRIzol® enthaltene Phenol und Guanidinium-isothiocyanat bewirken eine 
Zelllyse, wodurch DNA, RNA und Proteine frei werden. Nach 3-minütiger Zentri-
fugation (12000 x g) wurde der Überstand zur vollständigen Dissoziation der 
Nukleoprotein-Komplexe, 5 min. bei RT inkubiert. Danach wurden 0,2 Volumen-
teile Chloroform zugegeben, das Gemisch 15 sek. lang kräftig geschüttelt und 3 
min bei RT inkubiert. Durch die Zentrifugation bei 4°C, 12000 x g für 20 Minu-
ten, bilden sich drei Phasen. Eine untere rote Phenol-Chloroform Phase, eine 
weiße proteinhaltige Interphase und eine farblose wässrige obere, RNA ent-
haltene Phase. Diese obere Schicht wurde abgenommen, und mit 500 µl Iso-
propanol eine halbe Stunde bei 4°C gefällt. Nach der Zentrifugation bei 12000 x 
g für 20 min bildete sich ein gelartiges Pellet, das mit 1ml 75% Ethanol ge-
waschen wurde und nochmal zentrifugiert wurde. Am Ende wurde der Über-
stand verworfen, das Pellet für 5 min in einem Heizblock bei 37°C getrocknet 
und in 100µl DEPC-Aqua bidest. eluiert. Dieses Eluat wurde anschließend mit 
dem RNeasyMiniKit® nochmals gereinigt. Bei diesem Verfahren wird die 
Nukleinsäure an Silikatmembranen gebunden. Durch Wahl geeigneter Puffer 
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bindet vor allem RNA, während genomische DNA weitgehend ungebunden 
bleibt. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die in 100 µl 
DEPC-Aqua bidest. gelöste RNA wurde in 350 μl RLT Puffer mit 3,5 µl β-
Mercaptoethanol (Sigma, Steinheim) aufgenommen. Auf das gut gemischte 
Lysat wurde 350 μl 70%-iger Ethanol gegeben. Die resultierende, klar-visköse 
Lösung wurde auf ein RneasyMiniSpin® Säulchen gegeben und 15 sek. bei 
8000 x g zentrifugiert. Die aufgefangene Lösung wurde verworfen und 350 μl 
des ersten Waschpuffers RW1 hinzugegeben. Die Säule wurde wieder 15 sek. 
bei 8000 x g zentrifugiert. Die aufgefangene Flüssigkeit wurde verworfen und 
die Säule mit 30 Units RNAse freier DNAse in 70 µl RDD Puffer beladen. Dieser 
15 minütige Inkubationsschritt bei RT bewirkt, dass etwaige an die Säule ge-
bundene DNA Moleküle in kurze Stücke verdaut werden und somit beim 
folgenden Waschgang von der Membran entfernt werden. Dies geschieht durch 
weitere 350μl des Waschpuffers RW1 und einer Zentrifugation von 15 sek. bei 
8000 x g. Dieser Waschschritt wurde mit 500 µl eines zweiten Waschpuffers, 
RPE zweimal wiederholt, wobei die Säule beim zweiten Mal für 2 min bei 10000 
x g zentrifugiert wurde. Danach wurde die gebundene RNA mit 52 μl DEPC-
Aqua bidest. in ein frisches 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß eluiert. 2 µl 
wurden für die spektralphotometrische Analyse verwendet, der Rest bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.  
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Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA- und RNA-
Spektralphotometrie: 
Die Konzentration und Reinheit von DANN und RNA lassen sich durch spektral- 
photometrische Messungen bestimmen [5]. Die Messungen erfolgten im Bio-
Photometer (Eppendorf, Hamburg) bei 260nm in speziellen Kunststoffküvetten 
(Qiagen, Hilden).  
Für die Konzentration gilt: 
c [μg/ml] = OD260nm x n x f 
(c = Konzentration der (unverdünnten) DNA-Lösung; OD260nm = optische Dichte bei 260 nm; n 
= Eichfaktor: 50 μg/ml für dsDNA, 33 für ssDNA, 40 für RNA; f = Verdünnungsfaktor der ge-
messenen DNA-Lösung) 
Idealerweise liegt der Quotient von OD260nm / OD280nm bei 1,8. Abweichungen 
von diesem Wert beruhen auf Kontaminationen durch Proteine. 
Quantitative PCR – Real Time PCR 
Bei der Real Time-Analyse (Real Time RT-PCR oder QRT-PCR) wird nicht das 
Endprodukt untersucht, sondern das Entstehen dieses Produktes im Verlauf der 
PCR [37]. Das Prinzip dieser Methode ist, dass mit jedem Amplifikationsschritt 
durch den Einsatz fluoreszierender Farbstoffe ein vom Gerät detektierbares 
Signal generiert wird, welches mit der jeweils vorhandenen Menge an PCR-
Produkten korreliert. Der Anstieg der Fluoreszenz wird während jedes Zyklus 
gemessen, mit dem Ergebnis, dass der Ablauf und nicht das Endergebnis der 
Reaktion nachvollzogen wird. In der vorliegenden Arbeit wurde der interkalie-
rende Farbstoff SYBR-Green (absolute™ qPCR SYBR Green® MIX, ABgene) 
verwendet. Dieser fluoreszierende Farbstoff bindet an doppelsträngige DNA 
[66]. Der Farbstoff wird durch einen Laser zur Fluoreszenz einer bestimmten 
Wellenlänge angeregt, die wiederum von einer Fotozelle detektiert wird. Die 
Spezifität wird anhand einer Dissoziationskurve überprüft [84], indem das PCR-
Produkt nach dem letzten Zyklus durch langsame Erhitzung bis zum Schmelz-
punkt denaturiert wird. Durch den Schmelzpunkt können die Längen der im Re-
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aktionsgemisch vorhandenen PCR-Produkte und damit die Spezifität der Re-
aktion bestimmt werden. Für die Amplifikation der sogenannten housekeeping 
Gene GAPDH und RPL wurde die cDNA 1:100 und für die Zielgene 1:10 mit 
DEPC-Aqua bidest. verdünnt, und im ABI prism 7900 HT-RealTime-PCR (Ap-
plied Biosystems, Weiterstadt) als Doppelbestimmungen für jedes Gen durch-
geführt. Das Pipettieren der 384-well PCR Platten (ABgene, Hamburg) erfolgte 
durch den Genesis 150 Workstation Pipettierroboter (Tecan, Crailsheim). 
Reaktionsansatz 
Reagenzien  Volumen 
cDNA 2,5 µl 
Forward Primer, 50 pmol/µl 0,2 µl 
Reverse Primer, 50 pmol/µl 0,2 µl 
SYBR-Green Mastermix, enthält SYBR® Green Dye I, 
Thermo -Start® DNA Polymerase, dNTPs und Puffer 
5 µl 
DEPC-Aqua bidest. 2,3 µl 
Endvolumen 10 µl 
Real Time PCR Programm 
Schritt Aktion Inkubationszeit Temperatur
1. Denaturierung 15 min 95°C 
2. Denaturierung 15 sek 95°C 
3. Anlagerung 1 min 60°C 
4. 40 Zyklen von Schritt 2-3   
5. Denaturierung 15 sek 95°C 
6. Anlagerung 15 sek 60°C 
7. Denaturierung 15 sek 95°C 
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Auswertung der Real Time PCR – Relative Quantifizierung 
Grundlage für die Quantifizierung einer Reaktion ist der Cycle-threshold (Ct)-
Wert, welcher die Zyklenanzahl angibt, mit der das Fluoreszenz Signal das 
doppelte Niveau der Hintergrundfluoreszenz (baseline) erreicht hat. Er steht in 
direkter Beziehung zur Ausgangsmenge der eingesetzten DNA. Ist der Ct-Wert 
niedrig, ist die eingesetzte Menge DNA groß. Ist der Ct-Wert hoch, so ist die 
Ausgangsmenge an DNA klein. Bei der relativen Quantifizierung wird die Ex-
pression der Zielgene mit einem oder mehreren nicht regulierter sogenannter 
housekeeping Gene (Referenzgene) - hier der  Mittelwert aus GAPDH und RPL 
- normalisiert. Dabei werden nicht die absoluten Startkopienzahlen oder -
konzentrationen bestimmt. Die Expression des zu untersuchenden Gens  wird 
dabei auf ein zweites, ubiquitär und homogen exprimiertes Gen, bezogen. Die 
Vorteile der Normalisierung liegen in der Reduzierung der Varianz der Ex-
pressionsergebnisse, da Gewebe- und Matrixeffekte, unterschiedliche RNA-
Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei der RT PCR innerhalb einer experimen-
tellen Probe gleichermaßen das Zielgen und das Referenzgen betreffen. Die 
relative Expression des zu untersuchenden Gens in den behandelten experi-
mentellen Proben wird auf ein Kontrollprobenmaterial bezogen.  
Die Berechnung des Expressionsunterschiedes (Regulationsfaktor, N-fold) er-
folgte über die sog. ΔΔCt Methode. Dabei wird im ersten Schritt für jede unter-
suchte Probe der Ct-Wert des Referenzgens vom Ct-Wert des zu unter-
suchenden Gens subtrahiert (ΔCt = Ct Zielgen – Ct Referenzgen). Nach dieser 
Normierung wird vom ΔCt Wert der unbehandelten Kontrolle, der ΔCt Wert der 
experimentell behandelten Proben abgezogen; man kommt zum sog. „delta-
delta CT“ Berechnungsmodell ΔΔCt = (ΔCt Unbehandelt – ΔCt Behandelt). Der 
relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der 
Kontrolle, normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe, 
ergibt sich aus der arithmetischen Formel: 
Regulationsfaktor (N-fold) =2ΔΔCt (siehe [55]) 
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Dieses Berechnungsschema setzt eine Verdoppelung der DNA-Menge in jedem 
Zyklus voraus. In einigen Fällen würde die Berechnung des n-folds jedoch zu 
falsch-positiven Ergebnissen führen. Dies ist z.B. gegeben, wenn die Ex-
pression von Zielgenen in der nicht behandelten Probe sehr gering ist. In diesen 
Proben ist der Ct-Wert dementsprechend hoch, so dass nach dem „delta-delta 
CT“ Berechnungsmodell eine stärkere Expression gemessen würde, als tat-
sächlich vorhanden ist. In diesem Falle, wie auch für den Fall, dass Ct-Werte 
des Referenzgens außerhalb des messbaren Bereichs lagen, wurde die relative 
Kopienzahl der behandelten Probe in Bezug auf GAPDH/RPL berechnet. Dies 
erfolgte durch Anwendung der Formel: 
2ΔCt*-1/ Verdünnungsfaktor 
DIG-markierte RNA-Sondensynthese (in vitro-Transkription) 
Für die Synthese der Digoxigenin (DIG)-markierten RNA-Sonden wurde der 
“DIG RNA Labeling Mix, 10 x konz.“ (Roche) sowie die entsprechende T3-RNA-
Polymerase bzw. T7-RNA-Polymerase (beide: Roche) verwendet (Tab. 14). 
Hierbei synthetisieren die entsprechenden RNA Polymerasen in Gegenwart von 
markierten Nukleotiden (hier: DIG-11-UTP) einzelsträngige RNA-Sonden (Ribo-
sonden, riboprobes). Die Menge an DNA, die in die Sondensynthese eingesetzt 
wurde, lag durchschnittlich bei 1 µg/Ansatz. 
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Ansatz für die Synthese von DIG-markierten RNA-Sonden 
Reagenzien Menge Hersteller 
Dann x µl  
DIG RNA labeling Mix 2 µl 
Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
10 x Transkriptionspuffer 2 µl 
Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
DEPC-Aqua bidest. auf 11 µl x µl  
RNAsin, 40U/µl 1 µl Fermentas, St. Leon Rot 
RNA Polymerase (T3 oder T7) 2 µl 
Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
Endvolumen 20 µl  
 
Die Inkubation erfolgte für 2 Stunden bei 37°C. Anschließend wurden 2 μl DNa-
se I (60U), RNase-frei zur Entfernung der Template-DNA zugegeben und 15–30 
Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Sonden bei -80°C bis zur Son-
denhydrolyse gelagert. 
Sondenhydrolyse 
Bei Sonden, die größer als 250 nt sind, muß die synthetisierte RNA fragmentiert 
werden, damit sie in der Lage ist, in die Zellen einzudringen. Die Ideallänge ist 
200 nt.  
Die Zeit T (in min) der alkalischen Hydrolyse wurde folgendermaßen berechnet: 
T =  L0 - Lf  / k x L0 x Lf 
(L0 = Ausgangslänge der RNA (in kb); Lf = Gewünschte Fragmentlänge in kb (0,2); 
K = Konstante (0,11)) 
Die Hydrolyse erfolgte bei 60°C durch Zugabe des gleichen Volumens 0,2 mol/l 
Na2CO3 pH 10,2. Anschließend wurde die Reaktion durch Neutralisation mit 
1/20 des Volumens Essigsäure (100 %) gestoppt und auf Eis gelagert. Der Er-
folg der Hydrolyse wurde auf einem 2% MOPS Gel kontrolliert.  
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Aufreinigung der fragmentierten Sonden 
Die Aufreinigung erfolgte durch die Mini Quick Spin Columns® der Firma Roche. 
Hierzu wurden die Säulen entsprechend der Angaben des Herstellers prä-
pariert, indem die Sephadex Matrix im Puffer zunächst durch energisches In-
vertieren der Säule homogen resuspendiert wurde. Im nächsten Schritt wurde 
der Puffer unter Druckentwicklung aus der Säule entfernt. Nach Abfluss des 
Puffers wurde die Säule in ein Reaktionsgefäß überführt und für 1 min und RT 
bei 1000 x g zentrifugiert. Die Säule wurde auf ein frisches Reaktionsgefäß 
gesetzt und mit den hydrolysierten Sonden beladen. Das Eluat wurde nach 4 
minütiger Zentrifugation bei 1000 x g aufgefangen, spektralphotometrisch ge-
messen und bis zur in situ Hybridisierung bei -80°C gelagert. 
3.6 Histologische und Immunhistochemische Methoden 
Kryoschnitte (Gefriergewebeschnitte) 
Ein Kryostat (SLEE Technik) diente zur Gewinnung von 9 µm dicken trans-
versalen Hinterfußschnitten für die in situ Hybridisierung. Die Schnitte wurden 
auf Objektträger (Superfrost® Plus, Langenbrinck, Emmendingen) auf-
genommen und bis zur Prähybridisierung bei -80°C gelagert. 
In situ Hybridisierung (ISH) 
Die ISH ist ein Verfahren, um die mRNA in einem Gewebe sichtbar zu machen. 
Bei einer solchen Färbung werden nur diejenigen Zellen angefärbt (hybridisiert), 
in denen das zu untersuchende Gen aktiv ist und in denen daher die mRNA im 
Cytoplasma vorliegt. Für diese Sichtbarmachung der mRNA wurden die unter 
3.5 synthetisierten DIG-markierten RNA-Sonden verwendet. Das Digoxigenin 
kann mithilfe eines Antikörpers, der mit einem Enzym gekoppelt ist, erkannt 
werden. Das Enzym, meistens alkalische Phosphatase oder Peroxidase, kann 
dann durch Zusatz von Reagenzien einen Farbstoff umsetzen, der kovalent im 
Gewebe gebunden bleibt und sich daher nicht durch Diffusion verteilt. 
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Fixierung und Prähybridisierung 
Die Gefrierschnitte wurden 30 min luftgetrocknet und anschließend in 4% Para-
formaldehyd/PBS-Lösung in einer Küvette für 1 Stunde unter Rühren bei RT 
fixiert. Durch dreimaliges Eintauchen für je 10 min in 1 x PBS wurden die 
Schnitte gewaschen. Eine Behandlung mit Proteinase K (1 µg/ml) Lösung bei 
RT für 10 min, bewirkte eine Proteolyse sowie den Aufschluss der Zell-
membran. Nach erneutem Waschen in A. bidest. wurde für 10 min mit 4% Para-
formaldehyd nachfixiert. Die Acetylierung fand nach Waschen in Aqua bidest. 
und PBS durch 10 minütige Inkubation in 0,1 mol/l TAE und 0,25% Essigsäure-
anhydrid statt. Nach weiteren A. bidest und PBS Waschgängen, wurden die 
Schnitte durch sukzessives Eintauchen in 50% und 70% Ethanollösung ent-
wässert. Die Schnitte wurden mindestens 30 min an der Luft getrocknet und 
anschließend direkt zur Hybridisierung verwendet. 
Hybridisierung 
Die prähybridisierten Schnitte wurden mit den in der Hybridisierungslösung ver-
dünnten DIG-markierten RNA-Sonden überschichtet, als Verdunstungsschutz 
mit einem Deckgläschen bedeckt und in einer feuchten Kammer über Nacht bei 
56°C inkubiert. Die Konzentration der eingesetzten Sonde lag durchschnittlich 
bei 100 – 200 ng/ml Hybridisierungsmix. 
Posthybridisierung 
Die Deckgläschen wurden durch Eintauchen in 2 x SSC entfernt, die Objekt-
träger wurden in 2 x SSC und 1 x SSC gewaschen und anschließend 30 min 
bei 37°C in der RNase Lösung inkubiert. Es schlossen sich Waschschritte mit 
sinkender Ionenstärke an (bis 0,2 x SSC) und ein Waschschritt bei hoher 
Temperatur (60°C in 0,2 x SSC). Danach wurden die Objektträger einmal in 0,2 
x SSC und anschließend in Puffer 1 (s. Puffer und Lösungen) gewaschen. Es 
erfolgte eine Inkubation in Puffer 2 (s. Puffer und Lösungen) Blockierungs-
reagenz zur Absättigung unspezifischer Proteinbindungsplätze. Die Proben 
wurden vorsichtig mit 100 µl Anti-Dig Antikörperlösung überschichtet und bei 
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4°C in einer feuchten Kammer über Nacht inkubiert. Es schloss sich eine zwei-
stündige Inkubation bei 37°C und anschließend zweimaliges Waschen in Puffer 
1 an. Die alkalische Phosphatase wurde durch kurzes Waschen in Puffer 3 
aktiviert und die Objektträger 3 – 6 Stunden in der Farblösung, im Dunkeln bei 
RT inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Waschen in Puffer 4 (s. Puffer und 
Lösungen) im Dunkeln bei RT gestoppt. Danach wurden sie für 10 sek. in 
Hämalaun Lösung getaucht und anschließend 3mal für 5 min. in H2O ge-
waschen. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Glycergel® (Dako, Hamburg) 
eingedeckelt. Das Ergebnis wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und mit 
einer Kamera dokumentiert. 
Präparation von aus Knochenmark stammenden Makrophagen (BMDMs) 
Zur Isolierung der aus Knochenmark stammenden Makrophagen wurden weib-
liche C57BI/6-Mäuse getötet und ihre von Gewebepartikeln befreiten Femur- 
und Tibiaknochen herausgetrennt. Um das Knochenmark zu gewinnen, wurden 
die Knochen vorsichtig mit 2 - 3 ml eiskalter HBSS mittels einer 10 ml Spritze 
und 25er Kanüle gespült. Die Erythrocyten wurden durch osmotischen Druck 
dezimiert, die Zellen mit HBSS gewaschen, durch Zentrifugieren gesammelt 
und zu je 1 x 106 Zellen/ml DMEM mit 2 mMol Glutamin, 0.1 ml nicht essentiel-
ler Aminosäuren, Antibiotika und 10%iger durch Hitze inaktivierter FCS (Bio-
chrom, Berlin, Makrophagenmedium) kultiviert. 
Die Zellen wurden in Teflonbeuteln (Heraeus, Hanau, Germany) kultiviert und 
mit 10%igem Nährboden unter Zusatz von 10%igem L-Zellen aufbereitetem 
Nährboden, der M-CSF enthält, versorgt. Nach 6 Tagen wurden die Teflon-
beutel auf Eis gelegt, um die anhaftenden Zellen zu lösen, die dann vorsichtig 
entfernt und anschließend durch Zentrifugieren aufgefangen wurden. Die 
gesamte Zellsuspension wurde bei 25 g für 5 min zentrifugiert. Dann wurde 
wiederum der Überstand verworfen und der Zellniederschlag mit 3 ml an-
gereicherter DMEM suspendiert. Nach der Ernte wurden die Makrophagen 
komplett in DMEM auf Eis gelagert, um Zellschäden bzw. den Zelltod vor den 
abschließenden Versuchen zu vermeiden. 
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NO Freisetzung 
Die Stimulierung von Makrophagen mit IFNγ und LPS führt zur typischen Akti-
vierung der Makrophagen-Steuerungsfunktionen. Die Produktion hochaktiver 
Stickoxide ist eines der Kennzeichen der Makrophagenaktivierung. Die Stick-
oxidfreisetzung wurde als Nitritkonzentration mittels Mikroplattenuntersuchung 
unter Benutzung des Griess Reagenz wie in Ding et al [29] beschrieben, ge-
messen. Ausgereifte Makrophagen wurden somit in einer Dichte von 4 x 105 / 
ml ausplattiert und blieben entweder unbehandelt oder wurden mit 500 U/ml 
IFNγ und 100 ng/ml LPS, 100 ng/ml LPS stimuliert oder blieben unbehandelt. 
Nach 24 h wurde L. major zur einen Hälfte der Zellkulturen im Verhältnis 5:1 
zugegeben, um dann die Nitritkonzentration nach 24 h zu messen. 
Cytokine Bestimmung mit L. major- spezifischen CD4+ T Zellen 
Acht Wochen nach der Infektion mit L. major wurden die Mäuse getötet und die 
Milz unter antiseptischen Bedingungen entfernt. Eine Einzelzellsuspension wur-
de vorbereitet und CD4+ T-Zellen wie beschrieben generiert [32]. Die Zell-
reinigung erfolgte durch Passage mit einer Nylonwolle-Säule, und die an-
schließende Entfernung kontaminierter Zellen erfolgte durch Anwendung des 
MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) sowie einem auto-
matischen magnetischen Zellsortierer (entsprechend den Anweisungen des 
Herstellers auto MACS; Miltenyi Biotec). 
Die von Knochenmark gereinigten DCs wurden von C57BL/6J-Mäusen gene-
riert [94]. Knochenmark wurde isoliert und in Anwesenheit von IL-4 und GM-
CSF für 6 Tage kultiviert. DCs (1 x 106 Zellen/ml) wurden mit sLmAg Äquivalent 
zu 5 x 10/6 L. major für 48 h inkubiert. 
Um die Cytokinsekretion überprüfen zu können, wurden DC und CD4+ T-Zellen 
im Verhältnis 5:1 gemischt und in RPMI1640 plus 2 mM Glutamin, 50 µM Mer-
captoethanol und 10% FCS für 48 h kultiviert. Der Nährmediumüberstand wur-
de nach Herstelleranweisungen mittels CBA Assay (BD Pharmingen) unter-
sucht. 
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Statistische Analyse 
Die Daten sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung des Mittelwertes dar-
gestellt, außer anders angezeigt. Die statistische Analyse wurde mittels 
Student’s t Test mit unabhängigen Stichproben bei einem Signifikanzniveau von 
p < 0,05 durchgeführt. 
 
Ergebnisse 37
 
4 ERGEBNISSE 
4.1 Infektionsverlauf in PAR2 +/+ Mäusen 
Der genetische Hintergrund kann bei der Analyse von transgenen Tiermodellen 
innerhalb dessen die Mutation erfolgte, von entscheidender Bedeutung sein. 
Die PAR2 -/- Mäuse wurden mindestens über 10 Generationen auf den C57Bl/6 
Hintergrund gekreuzt. Der für die Generierung der genetisch PAR2 depletierten 
Mäuse verwendete SV129- sowie der C57Bl/6-Mausstamm ist bereits gegen-
über einer subkutanen Infektion mit L. major als resistent beschrieben. Zur Be-
stätigung und zwecks Austestung der Infektiösität der verwendeten Parasiten 
erfolgte zunächst ein Infektionsversuch in den Mäusen, die über einen funktio-
nellen PAR2-Rezeptor auf dem entsprechenden Genotyp verfügen. 
Es erfolgte eine subkutane Infektion in die linke Hinterpfote von je 2 x 107 pro-
mastigoten L. major Parasiten (in 50µl PBS) bei 6 PAR2 +/+ Mäusen auf einem 
resistenten genetischen Hintergrund (C57Bl/6).  
Zum Vergleich wurde eine parallele Infektion von 6 suszeptiblen Balb/c-Mäusen 
ausgelöst, als interne Kontrolle wurden 50µl PBS in die rechte Hinterpfote in-
jiziert. Anschließend wurde - wie im Material und Methoden Teil beschrieben, 
die durch die Infektion bedingte Fußschwellung mittels Differenzmessung der 
Hinterpfoten bestimmt.  
In den ersten 3 Wochen postinfektionem kam es - wie erwartet - in beiden 
Mausstämmen zu einer deutlichen Schwellung der infizierten Hinterpfote 
(Abbildung 3). Es ließen sich aber in den ersten 4 Wochen nach der Infektion 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mausstämmen nachweisen. In 
den PAR2 +/+ Mäusen erreichte die Schwellung 6 Wochen nach der Infektion 
ein Maximum. In der Folge heilten die Läsionen in 5 weiteren Wochen nahezu 
komplett ab. Bei keiner Maus entstanden im Verlauf der Infektion ulzerative 
Hautveränderungen.  
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Im Gegensatz dazu kam es bei den suszeptiblen Balb/c-Mäusen im Verlauf zu 
einer progredienten Schwellung des Fußes. Ab der 8. Woche kam es bei allen 
Mäusen zu einer Ulzeration der infizierten Hinterpfoten. Die Balb/c-Mäuse 
mussten wegen der Progredienz der Ulzeration nach 80 Tagen getötet werden. 
Die Unterschiede in der gemessenen Fußschwellung zwischen PAR2 +/+ und 
Balb/c-Mäusen waren ab dem 42. Tag bis zum Ende des Experimentes 80 Ta-
ge nach der Infektion statistisch hoch signifikant (Abbildung 3).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit 
verwendeten PAR2 +/+ Mäuse einen resistenten Phänotyp gegenüber einer 
L. major Infektion zeigen. Im Gegensatz zu suszeptiblen Mäusen, die nicht hei-
lende, ulzerierte Hautläsionen entwickeln, verläuft die Infektion in den PAR2 +/+ 
Mäusen in Form einer zeitlich begrenzten Schwellung, die komplett abheilt.  
 
 
 
Abbildung 3. Verlauf der Fußschwellung in C57Bl/6 (PAR2 +/+) Mäusen im Vergleich zu 
Balb/c-Mäusen. Dargestellt ist der Mittelwert sowie der Standardfehler des Mittelwertes für 
jeweils 6 Mäuse. (*= p <0,05 Student’s T-Test für ungepaarte Proben.) 
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4.2 Infektionsverlauf in PAR2 defizienten Mäusen. 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die PAR2 +/+ Mäuse resistent gegen-
über einer subkutanen Infektion mit 2 x 107 promastigoten L. major Parasiten 
sind, konnten die Infektionsversuche auf PAR2 -/- Mäuse ausgeweitet werden. 
 Wie oben beschrieben, wurden je 6 PAR2 -/- und 5 PAR2 +/+ Mäuse mit 2 x 107 
promastigoten L. major Parasiten infiziert und der Infektionsverlauf anhand der 
Fußschwellung analysiert (Abbildung 4). 
 
Abbildung 4. Verlauf der Fußschwellung in PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen. Dargestellt ist 
der Mittelwert sowie der Standardfehler des Mittelwertes für jeweils 6 Mäuse. (*= p<0,05 Stu-
dent’s T-Test für ungepaarte Proben). 
 
In den ersten beiden Wochen nach der Infektion konnte kein signifikanter Un-
terschied in der Fußschwellung zwischen PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen nach-
gewiesen werden. Ab der dritten Woche jedoch zeigten die PAR2 -/- Mäuse ei-
ne deutlich stärkere Schwellung der Füße. Die Schwellung bei den PAR2 +/+ 
Mäusen erreichte nach ca. 4 Wochen ihr Maximum. Anschließend bildeten sich 
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die Läsionen wie bereits beschrieben, innerhalb von 60 Tagen bis zur komplet-
ten Abheilung zurück.  
Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den PAR2 -/-Mäusen eine bis 6 Wochen 
nach der Infektion progrediente Schwellung, die anschließend nur gering rück-
läufig war. Bei 3 von 6 Mäusen kam es zu einer kleinen Ulzeration der Hinter-
pfote, die jedoch wieder abheilte. 
Die Frage, ob es bei den PAR2 -/- Mäusen zu einer verzögerten Abheilung 
kommt, oder ob eine chronische, nicht heilende Läsion vorliegt, wurde in einem 
weiteren Experiment untersucht. 3 PAR2 +/+ und 3 PAR2 -/- Mäuse wurden 
deshalb wie oben beschrieben infiziert. Die Fußschwellung wurde 4 Monate 
nach der Infektion gemessen. Hier zeigte sich bei den PAR2 +/+ Mäusen keine 
messbare Schwellung, während bei den PAR2 -/- Mäusen auch zu diesem spä-
ten Zeitpunkt noch eine signifikante Fußschwellung (1,9 +/- 0,6 mm) detektiert 
werden konnte.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, das bei PAR2 -/- Mäusen im Ge-
gensatz zu PAR2 +/+ Mäusen nach einer Infektion mit 2 x 107 promastigoten 
L. major Parasiten chronische, nicht heilende, Hautläsionen entstehen.  
Im nächsten Schritt sollte nun untersucht werden, ob dieser unterschiedliche 
Infektionsverlauf auch mit einer verminderten Fähigkeit der PAR2 -/- Mäuse die 
Parasiten zu eliminieren, einhergeht. 
4.3 Parasitenelimination in PAR2 defizienten Mäusen  
Um die Fähigkeit der PAR2 -/- Mäuse zur Eliminierung der Leishmanien zu un-
tersuchen, wurden die infizierten Tiere 60 Tage nach der Infektion mit 2 x 107 
promastigoten Leishmanien getötet. Die Anzahl der Parasiten im infizierten Fuß 
wurde durch limitierte Verdünnungsanalyse (LDA) wie unter Material und Me-
thoden beschrieben, bestimmt (Abbildung 5). 
Während sich bei 4 von 5 PAR2 +/+ Mäusen keine lebenden Parasiten mehr 
nachweisen ließen, fanden sich bei den PAR2 -/- Mäusen in jedem der 6 Tiere 
eine hohe Anzahl lebender Leishmanien. 
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Abbildung 5. Anzahl der lebenden L. major Parasiten in den Hinterfüßen von PAR2 +/+ 
und PAR2 -/- Mäusen 60 Tage nach der Infektion. Die Diamanten entsprechen der Parasiten-
anzahl pro Fuß in einer individuellen Maus. Der Stern kennzeichnet signifikante Unterschiede 
zwischen PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen. p < 0.001 Wilcoxon Test für unverbundene Stich-
proben. 
Die Unterschiede in der Parasitenanzahl zwischen den PAR2 +/+ und den PAR2 
-/- Tieren waren statistisch hoch signifikant. 
Eine Bestimmung der lebenden Parasiten wurde auch in den Füßen der 3 PAR2 
+/+ und 3 PAR2 -/- Mäuse durchgeführt, bei denen der Infektionsverlauf bis 4 
Monate nach Injektion der Parasiten verfolgt wurde. Auch hier konnten in allen 
3 PAR2 -/- Mäusen lebende Parasiten nachgewiesen werden, während in den 
Füßen der PAR2 +/+ Mäuse keine detektierbar waren. Somit konnte zu-
sammenfassend gezeigt werden, dass in Übereinstimmung mit der verstärkten 
lokalen Schwellungsreaktion und der persistierenden Entzündung in PAR2 -/- 
Mäusen eine deutlich verminderte Fähigkeit zur Elimination der Parasiten be-
steht. Bis zu 4 Monate nach der Infektion war keine vollständige Elimination der 
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Parasiten erfolgt. Jedoch muss in Langzeitversuchen weiter untersucht werden, 
ob die Mäuse nach einer noch längeren Zeit dazu in der Lage sind.  
In resistenten Mäusen verläuft die experimentelle Leishmaniasis in Form einer 
lokalen Infektion. Da sich allerdings auch Parasiten in den drainierenden 
Lymphknoten nachweisen lassen, wurde im Folgenden auch die Anzahl leben-
der Leishmanien in dem die Hinterpfote drainierenden Popliteallymphknoten 
analysiert (Abbildung 6). 
 
Abbildung 6. Anzahl der lebenden L. major Parasiten in den Lymphknoten von PAR2 +/+ 
und PAR2 -/- Mäusen 60 Tage nach der Infektion. Die Quadrate entsprechen der Parasiten-
anzahl pro Lymphknoten in einer individuellen Maus. Der Stern kennzeichnet signifikante Un-
terschiede zwischen PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen. p < 0.001 Wilcoxon Test für unver-
bundene Stichproben. 
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In den lokalen Lymphknoten zeigte sich ein ähnliches Bild wie in den Füßen. Es 
fiel auf, dass die Lymphknoten in den PAR2 +/+ Tieren ein ca. 3 x größeres Vo-
lumen als die Lymphknoten von PAR2 -/- Mäuse hatten. Dieser Größenunter-
schied korrelierte statistisch signifikant mit der detektierten Parasitenanzahl: bei 
4 von 5 PAR2 +/+ Mäusen ließen sich keine lebenden Parasiten mehr nach-
weisen, während bei den PAR2 -/- Mäusen in jedem der 6 Tiere eine hohe An-
zahl lebender Leishmanien im lokalen Lymphknoten detektiert werden konnte. 
Die Unterschiede in der Parasitenanzahl zwischen den PAR2 +/+ und den PAR2 
-/- Tieren waren ebenfalls statistisch hoch signifikant. Zusammenfassend be-
stätigte sich die deutlich verminderte Fähigkeit der PAR -/- Mäuse zur Elimi-
nation von L. major. 
In genetisch resistenten Mäusen bleibt die Infektion mit L. major auf die Haut 
und die lokalen Lymphknoten beschränkt. Hingegen ist ein entscheidendes Kri-
terium der Suszeptibilität, dass es zu einer Generalisation der Erreger in den 
betroffenen Mäusen kommt. Daher wurde auch die Anzahl der lebenden Parasi-
ten in den Milzen der PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäuse 60 Tage nach der Infektion 
durch LDA bestimmt. Wie erwartet, konnten dabei bei keiner PAR2 +/+ Maus 
lebende Parasiten in der Milz nachgewiesen werden (Abbildung 7). Im Gegen-
satz dazu ließen sich aus den Homogenaten der Milzen von 2 der 5 PAR2 -/- 
Mäuse lebende Parasiten kultivieren.  
Dieser Unterschied erreichte keine statistische Signifikanz, ist aber dennoch 
bedeutsam, da sich bei Mäusen auf dem C57Bl/6-Hintergrund (wie den PAR2 
+/+ Mäusen) zu diesem Zeitpunkt der Infektion nie Parasiten in viszeralen Or-
ganen nachweisen lassen. Um das Ausmaß der Viszeralisierung zu bestimmen, 
wurden zusätzlich auch zur Untersuchungen auf Parasiten, Knochenmark und 
Leber kultiviert. Hier ließen sich weder bei den PAR2 +/+ noch bei den PAR2 -/- 
Mäusen lebende Parasiten nachweisen. 
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Abbildung 7. Anzahl der lebenden L. major Parasiten in den Milzen von PAR2 +/+ und 
PAR2 -/- Mäusen 60 Tage nach der Infektion. Die Diamanten entsprechen der Parasiten-
anzahl pro Milz in einer individuellen Maus. 
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4.4 Zytokinsekretion 
Es konnte weiter gezeigt werden, dass die PAR2 -/- Mäuse eine verstärkte ent-
zündliche Reaktion im Verlauf der experimentellen Leishmaniasis aufweisen. 
Dies korrelierte positiv mit einer deutlich eingeschränkten Fähigkeit dieser Mäu-
se, die Parasiten zu eliminieren.  
Von fundamentaler Bedeutung für die Eliminierung der Parasiten ist eine Akti-
vierung der Makrophagen durch Th1 - Zellen [11, 43]. Sie sekretieren Interferon 
(IFNγ) und TNFα, wodurch die Makrophagen zur Produktion des leishmaniziden 
NO aktiviert werden.  
In suszeptiblen Mäusen kommt es im Gegensatz dazu zu einer Vermehrung 
L. major-spezifischer Th2-Zellen, die u.a. Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-10 und IL-13 
sezernieren. Dadurch wird eine Th1-Antwort gehemmt und Makrophagen de-
aktiviert. Aus diesem Grunde wurde der Typ der Th-Antwort auf die Leish-
manien durch Analyse des Zytokinmuster (IL4 und IFNγ) bestimmt. Hierfür 
wurden CD4+ T-Zellen aus den Milzen der 6 Wochen infizierten Tiere isoliert 
und in vitro mit Leishmania-Antigen beladenen dendritischen Zellen kokultiviert 
(siehe Material und Methoden). Die sekretierten Zytokine im Überstand wurden 
durch CBA Assay bestimmt. 
Es zeigte sich dabei in den PAR2 -/- Mäusen eine geringere Antigen spezifische 
Sekretion von IFNγ (Abbildung 8) und eine höhere Antigen spezifische Sekreti-
on von IL4 (Abbildung 9). Bedeutsam zur Beurteilung der Frage, ob eine Th1- 
oder Th2-Antwort vorliegt, ist dabei das Verhältnis von Antigen spezifisch sekre-
tierten IFNγ zu sekretiertem IL4. Zum Vergleich erfolgte hier auch eine Analyse 
des Zytokinsekretionsmusters in Balb/c-Mäusen, von denen bekannt ist, dass 
sie mit einer Th2-Antwort reagieren. Hierfür wurden die Mittelwerte des Quo-
tienten aus drei unabhängigen Versuchen gebildet.  
Dabei zeigt sich in den PAR2 +/+ Mäusen wir erwartet ein hoher Wert für den 
IFNγ / IL4 Quotienten. In den PAR2 -/- Tieren liegt dieser Quotient zwar noch 
höher als bei den Balb/c-Mäusen, die eine komplette Th2-Antwort zeigen, er ist 
aber gegenüber den PAR2 +/+ Mäusen sehr deutlich reduziert. Der Unterschied 
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zwischen PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen ist statistisch hoch signifikant (Ab-
bildung 10). 
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Abbildung 8. IFNγ Sekretion von isolierten CD4+ T-Zellen nach in vitro Restimulation mit 
L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen. 
CD4+ T-Zellen wurden aus den Milzen 6 Wochen infizierter Mäuse isoliert und 
anschließend 5 Tage mit L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen inku-
biert. Die sekretierten Zytokine wurden mittels CBA Assay bestimmt und die 
antigenabhängige IFN-Sekretion von PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen dar-
gestellt. Der Versuch wurde 3 x mit ähnlichem Ergebnis wiederholt. 
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Abbildung 9. IL4 Sekretion von isolierten CD4+ T-Zellen nach in vitro Restimulation mit 
L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen 
CD4+ T-Zellen wurden aus den Milzen 6 Wochen infizierter Mäuse isoliert und 
anschließend 5 Tage mit L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen inku-
biert. Die sekretierten Zytokine wurden mittels CBA Assay bestimmt und die 
antigenabhängige IL4 Sekretion von PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen wurde dar-
gestellt. Der Versuch wurde 3 x mit ähnlichem Ergebnis wiederholt. 
 
Abbildung 10. Zytokinsekretion von isolierten CD4+ T-Zellen nach in vitro Restimulation 
mit L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen. 
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CD4+ T-Zellen wurden aus den Milzen 6 Wochen infizierter Mäuse isoliert und 
anschließend 5 Tage mit L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen inku-
biert. Die sekretierten Zytokine wurden mittels CBA Assay bestimmt und der 
Quotient aus IFNγ und IL4 dargestellt. 
4.5 Expression von PAR2-Liganden in der Haut 
Nachdem eindeutig gezeigt werden konnte, dass es in den PAR2 -/- Mäusen zu 
einer Verschiebung der spezifischen Immunantwort in Richtung eines Th2-Typs 
kommt, sollte analysiert werden, welche Mechanismen für diesen Effekt ver-
antwortlich sind.  
Die Expression eines funktionell aktiven PAR2 auf Zellen des spezifischen Im-
munsystems ist bislang nicht beschrieben. Daher erscheint ein Effekt auf Ebene 
der T-Zellen unwahrscheinlich. Eher erscheint es möglich, dass über den 
PAR2-Rezeptor-Signale vermittelt werden, die während der Initiierung der spe-
zifischen Immunantwort, auf die Zellen des unspezifischen Immunsystems wir-
ken. Von diesen Zellen wie z. B. den Makrophagen ist bekannt, dass sie PAR2 
exprimieren [99]. 
Da die entscheidenden Mechanismen, die den Typ der adaptiven Immun-
antwort bestimmen, in den ersten Tagen der Infektion wirken, müssen sich aus 
diesem Grunde die vorliegenden Untersuchungen auf die sehr frühe Phase der 
Infektion fokussieren. 
Es ist bekannt, dass PAR2 von vielen Zellen in der Haut exprimiert wird [31]. 
Um dieses näher zu charakterisieren, führten wir zu einem sehr frühen Zeit-
punkt der Infektion (16h) eine genomweite Untersuchung der Genexpression in 
der Haut mittels sogenannter „Microarray Analyse“ durch. Es dabei konnte ge-
zeigt werden, dass die Infektion mit Leishmanien zu einer massiven Induktion 
der mRNA eines Liganden des PAR2, dem Gerinnungsfaktor Xa (Faktor Xa) 
führt. Diese Induktion fiel in genetisch resistenten C57Bl/6-Mäusen deutlich 
stärker aus, als in den suszeptiblen Balb/c-Mäusen. Aufgrund dieser Daten 
wurde die Expression des Gerinnungsfaktors X in der Haut mithilfe der „Real-
Time“ PCR untersucht, um die Daten der „Microarray-Analyse“ zu bestätigen. 
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Hierbei konnte eindeutig bestätigt werden, dass es 16h nach der Infektion mit 
L. major zu einer massiven Induktion der mRNA des Gerinnungsfaktors Xa (F. 
Xa) kommt (Abbildung 11). 
In der infizierten Haut konnten dabei bis zu 500fach erhöhte Transkriptspiegel 
von F. Xa detektiert werden. Ebenso ließ sich bestätigen, dass diese Induktion 
in genetisch resistenten C57BI/6-Mäusen signifikant stärker ausfällt. Im Durch-
schnitt kam es in den resistenten C57BI/6-Mäusen zu einer 5-fach stärkeren 
Expression des Gerinnungsfaktors X als in den suszeptiblen Balb/c-Mäusen. 
Die deutlich stärkere Expression eines Liganden des PAR2 in der Frühphase 
der L. major Infektion in den C57Bl/6-Mäusen, bei denen es zur Ausbildung ei-
ner protektiven Th1 Immunantwort kommt, ist ein weiteres Indiz dafür, dass ü-
ber den PAR2-Effekte vermittelt werden, die eine spezifische Immunantwort ü-
ber Makrophagen-Aktivierung beeinflussen können.  
 
Abbildung 11. mRNA Expression des Gerinnungsfaktors X in der Haut von resistenten 
C57Bl/6 sowie von suszeptiblen Balb/c-Mäusen. Dargestellt ist die N-fache Expression des 
Gerinnungsfaktors X im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle. Ausgefüllte Balken: Expression 
in C57BI/6-Mäusen, freie Balken: Expression in Balb/c-Mäusen 
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Abbildung 12. mRNA Expression des Gerinnungsfaktors X in der Haut von resistenten 
C57Bl/6 sowie von suszeptiblen Balb/c-Mäusen. Dargestellt ist die N-fache Expression des 
Gerinnungsfaktors X im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle. 
Die Mechanismen, die für die T-Helfer-Zell-Differenzierung von Bedeutung sind, 
wirken in den ersten Tagen der Infektion. Es wurde daher der zeitliche Verlauf 
der mRNA Expression des Gerinnungsfaktors X in der Haut von C57Bl/6 und 
Balb/c-Mäusen untersucht (Abbildung 12). Dabei zeigte sich, dass es bereits 3 
Stunden nach der Infektion bei den resistenten Mäusen zu einer deutlichen In-
duktion der mRNA des Gerinnungsfaktors X kommt. Die Expression steigt dabei 
bis zu 48 Stunden nach der Infektion deutlich an, wobei sich zu jedem Zeitpunkt 
eine deutlich stärkere Expression in den C57BI/6-Mäusen nachweisen lässt. 
Am 3. Tag nach der Infektion gehen die Transkriptspiegel des Gerinnungs-
faktors X wieder zurück. 
Es konnte gezeigt werden, dass am Ort der Infektion in den ersten 3 Tagen ein 
Ligand des PAR2 exprimiert wird. Es sollte daher als Nächstes geklärt werden, 
welche Zelltypen in der infizierten Haut den Gerinnungsfaktor X exprimieren.  
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Um diese Frage zu beantworten, wurde eine in situ Hybridisierung mit einer in 
vitro transkribierten Gerinnungsfaktor X mRNA Sonde durchgeführt. 
Dabei konnte mRNA des Gerinnungsfaktors X in den basalen und suprabasalen 
Keratinozyten der Epidermis nachgewiesen werden (Abbildung 13, Abbildung 
14). 
 
 
 
Abbildung 13. In situ Hybridisierungsnachweis der mRNA Expression des Gerinnungs-
faktors X in der Haut von C57Bl/6-Mäusen 16h nach der L. major Infektion. Dargestellt ist 
das Signal welches mit der „antisense“ Sonde erhalten wurde. Es zeigt sich eine dunkelviolette 
Färbung in den basalen und suprabasalen Kerationozyten. 
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Abbildung 14. In situ Hybridisierungsnachweis der mRNA Expression des Gerinnungs-
faktors X in der Haut von C57Bl/6-Mäusen 16h nach der L. major Infektion. Dargestellt ist 
das Signal welches mit der „sense“ Sonde erhalten wurde. 
4.6 Wirkung von PAR2-Liganden auf Makrophagenfunktionen  
Es konnte gezeigt werden, dass es in den ersten Stunden nach einer Infektion 
mit L. major zu einer Expression eines Liganden des PAR2-Rezeptors in der 
infizierten Haut kommt. Es wurde durch in situ Hybridisierung dargestellt, dass 
dieser Ligand in den Keratinozyten produziert wird.  
Die Abwesenheit des PAR2 führt in der L. major Infektion zu einer Th2-
Differenzierung. Da die Th-Zellen nicht über einen funktionellen PAR2-Rezeptor 
verfügen, müssen andere Zelltypen an der Vermittlung der PAR2-Wirkung be-
teiligt sein. Die dendritischen Zellen wandern bei der Infektion aus dem Gewebe 
aus und treten im Lymphknoten in direkte Wechselwirkung mit den Th-Zellen. 
Sie wären also hervorragend geeignet, um Signale aus dem infizierten Gewebe 
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an die T-Zellen zu übermitteln. Es konnte jedoch von mehreren Gruppen über-
einstimmend gezeigt werden, dass reife dendritische Zellen nicht über einen 
funktionellen PAR2-Rezeptor verfügen. 
Im Gegensatz dazu exprimieren Makrophagen PAR2-Rezeptoren und stellen 
darüber hinaus auch den Zelltyp dar, welcher initial L. major Parasiten phago-
zytiert. Damit erscheint eine Wirkung der PAR2 Liganden auf die dermalen 
Makrophagen wahrscheinlich. Das wichtigste Effektormolekül, durch das die 
Makrophagen L. major abtöten können, ist dabei Stickstoffmonoxid (NO), das 
zusätzlich auch in der Lage ist, die Th-Differenzierung zu beeinflussen. Daher 
wurde die Sekretion von NO in An- und Abwesenheit von einem synthetischen 
Liganden des PAR2 in Makrophagen analysiert (Abbildung 15). 
Es konnte gezeigt werden, dass es durch Zugabe des PAR2-Liganden zu einer 
erhöhten NO-Freisetzung kommt, wobei jedoch zumindest ein weiterer Stimulus 
vorhanden sein muss.  
Ein möglicher Mechanismus, bei dem die Infektion mit L. major zu einer Ex-
pression von PAR2-Liganden in der Epidermis führt, kann somit vorgeschlagen 
werden. Durch ihn kann es zu einer Freisetzung von NO in den Makrophagen, 
die L. major phagozytieren, kommen. Dieses NO kann dann die Th1-
Differenzierung fördern und so zur Resistenz gegenüber dem Erreger bei-
tragen. 
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Abbildung 15. NO-Produktion von Knochenmarksmakrophagen. Die Produktion von NO 
nach Stimulation mit den abgegebenen Substanzen wurde mittels Griess’schem Reagenz ge-
messen. 
 
Diskussion 55
 
 
5 DISKUSSION 
Die Infektion suszeptibler und resistenter Mausstämme mit L. major (experi-
mentelle Leishmaniasis) ist eine Modellerkrankung und dient der Untersuchung 
einer angeborenen Resistenz und der Entwicklung einer Th2- oder Th1-Antwort 
[90]. Zusätzlich hat sie zur Entdeckung mehrerer, insbesondere für chronische 
Entzündungen wichtiger Pathomechanismen geführt.  
Die Infektion verläuft bei den meisten Mausstämmen (z. B. C57/BL6 oder C3H) 
in Form einer limitierten Erkrankung, die auf die Haut und lokale Lymphknoten 
beschränkt ist. Im Gegensatz dazu kommt es bei Balb/c-Mäusen zu einer töd-
lichen Ausbreitung der Parasiten.  
Die Resistenz gegenüber L. major, ist an die Entwicklung L. major-spezifischer 
Th1 (CD4+) und - bei initial niedriger Parasitenzahl - auch Tc1 (CD8+) Zellen 
[90] gekoppelt. Sie aktivieren durch Freisetzung von Interferon (IFN)γ die 
Makrophagen zur Produktion des leishmaniziden Stickstoff-Monoxids. 
In suszeptiblen Mäusen hingegen kommt es zu einer Vermehrung L. major-
spezifischer Th2-Zellen, die u.a. IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 sezernieren. Da-
durch wird eine Th1 Antwort gehemmt und Makrophagen spezifisch und effektiv 
deaktiviert. Allerdings bleibt zu kommentieren, dass an der Ausbildung einer 
Th1- oder einer Th2-Antwort mehrere Faktoren beteiligt sind, die noch nicht 
vollständig verstanden sind [104]. 
In den letzten 20 Jahren sind wichtige Schritte aufgeklärt worden, insbesondere 
was die Interaktionen zwischen Antigen präsentierenden Zellen (APC) und T-
Zellen betrifft. Maßgeblich sind letztendlich das lokale Zytokinmilieu (v.a. ein 
Überwiegen von IL12 für die Th1 Antwort) und kostimulatorische Signale (CTLA 
4) bei der Th2 Antwort beteiligt. Die Wirkung mancher Zytokine wie z. B. IL-4 
hängt hierbei vom Zeitpunkt ihres Auftretens ab. Über eine Stimulation der IL-12 
Sekretion dendritischer Zellen (DC) wirkt es früh nach der Infektion Th1 in-
duzierend, während es zu späteren Zeitpunkten eine Th1 Antwort unterdrückt 
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[10]. In einigen entscheidenden Punkten ist jedoch noch nicht geklärt, wie es im 
Einzelnen zu einem Th-1 oder einem Th2-fördernden Milieu kommt. 
Sicher ist, dass die entscheidenden Mechanismen am ehesten in den ersten 
beiden Tagen nach Beginn der Infektion zum Tragen kommen. Dies ist der Zeit-
raum, in dem durch immunmodulierende Substanzen eine Umkehr des Infekti-
onsverlaufes erreicht werden kann [90, 110]. Aufgrund dieser Tatsache rückt 
zunehmend die instruktive Rolle des initial aktivierten, unspezifischen Abwehr-
systems auf die T-Zell-Differenzierung in den Blickpunkt. 
In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass neben Zyto- und Chemoki-
nen auch Proteinasen eine entscheidende Komponente dieses unspezifischen 
Abwehrsystems darstellen können. Ihre Wirkung wird dabei über Proteinase-
aktivierte Rezeptoren (PAR) vermittelt. Insbesondere stellt PAR2 einen wichti-
gen Mediator proinflammatorischer Signale im Rahmen von kutanen Ent-
zündungsreaktionen dar [14, 64, 96, 103, 105]. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Bedeutung des PAR2 für den 
Verlauf der experimentellen Leishmaniasis zu analysieren. Dazu wurde der In-
fektionsverlauf vergleichend in PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen analysiert.  
5.1 Infektionsverlauf in PAR2 +/+ und PAR2 -/- Mäusen 
Der Infektionsverlauf wurde durch wöchentliche Messung der Fußschwellung 
nach subkutaner Injektion von L. major in die Hinterpfote der Mäuse analysiert. 
Es zeigte sich eine deutlich stärkere kutane Entzündungsreaktion in den PAR2 -
/- Mäusen auf dem genetisch resistenten C57Bl/6 Hintergrund. Eine deutlich 
stärkere Fußschwellung korreliert in der experimentellen Leishmaniasis übli-
cherweise auch mit einer deutlich höheren Anzahl lebender Parasiten im ent-
zündeten Gewebe [90]. Dies kann als Ausdruck einer geringer ausgebildeten 
Fähigkeit der Tiere zur Elimination der Parasiten angesehen werden. Es gibt 
jedoch auch Beispiele, in denen die lokale Entzündungsreaktion und die Parasi-
teneliminierung nicht unbedingt positiv korrelieren, wie im Fall der Mäuse, die 
eine genetische Depletion des für die Granulozytenextravasation wichtigen Ad-
häsionsmoleküls CD18 tragen [94]. 
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Da der PAR2-Rezeptor auch auf dermalen Gefäßen exprimiert wird [103] kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass die stärkere Schwellungsreaktion durch 
eine veränderte Permeabilität der kutanen Blutgefäße bedingt ist. Die Anzahl 
der lebenden Parasiten im entzündeten Gewebe wurde daher mittels der limi-
tierten Verdünnungsanalyse bestimmt, wobei hier die stärkere kutane Ent-
zündungsreaktion sehr gut mit einer um mehrere Zehnerpotenzen höheren An-
zahl vitaler Leishmanien korrelierte. Daraus kann geschlossen werden, dass die 
stärkere entzündliche Reaktion in den PAR2 -/-Mäusen am ehesten durch die 
höhere Parasitenanzahl und nicht durch eine vaskuläre Wirkung von PAR2 
vermittelt wird. 
Die Abwesenheit des PAR2-Rezeptors im nicht-infektiösen kutanen Ent-
zündungsmodell der allergischen Kontaktdermatitis führte zu einer geringeren 
Plasmaextravasation und einer geringeren entzündlichen Reaktion [96]. Auch 
dies spricht gegen eine über den kompletten Verlauf der Reaktion relevante 
vaskuläre Wirkung des PAR2 bei der L. major Infektion. In den PAR2 -/- Mäusen 
fand sich somit eine deutlich eingeschränkte Fähigkeit der Mäuse zur Parasi-
teneliminierung.  
Um grundsätzlich einen transienten Effekt auszuschließen, wurden in Kontroll-
versuchen einige Tiere nach der Infektion über mehrere Monate beobachtet. 
Tatsächlich zeigte sich auch zu diesen sehr späten Beobachtungszeitpunkten 
immer noch eine entzündliche Schwellung der Füße, verbunden mit einer wei-
terhin hohen Anzahl lebender Parasiten. Bei Fehlen des PAR2 sind die Mäuse 
also nicht mehr in der Lage, die Parasiten zu eliminieren.  
Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass es in den PAR2 -/- Mäusen verein-
zelt auch zu einer Disseminierung der Leishmanien in die Milz kommt. Somit 
können diese Mäuse auch nicht mehr die Infektion auf die Haut und die lokalen 
Lymphknoten begrenzen, wie dies normalerweise in allen genetisch resistenten 
Tieren der Fall ist [47, 90]. 
Eine Viszeralisierung ist typisch für genetisch suszeptible Tiere wie die Balb/c-
Mäuse. In diesen Mäusen unterbleibt eine Aktivierung der infizierten Makro-
phagen durch IFNγ, da es zu einer Differenzierung von IL4 produzierenden Th2 
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Zellen kommt [20, 41]. Die fehlende Aktivierung der Makrophagen führt zu einer 
generalisierten Infektion. Dabei finden sich bei den suszeptiblen Balb/c-Mäusen 
im Gegensatz zu resistenten Mäusen, bereits wenige Stunden nach der Infekti-
on, Parasiten in den inneren Organen [47]. Die Unfähigkeit der Mäuse zur Be-
grenzung der Infektion könnte eventuell nicht nur Folge sondern auch Ursache 
der veränderten spezifischen Immunantwort sein. 
Zusammengefasst ähnelt der Infektionsverlauf in PAR2 -/- Mäusen dem der 
suszeptiblen Balb/c-Mäuse. Es kommt allerdings nicht zu einer progressiven 
und in einer Ulzeration mündenden Schwellung der infizierten Füße, sondern zu 
einer chronisch stabilen Entzündung. Außerdem entsteht nur in einigen Mäusen 
eine Viszeralisierung der Parasiten. Diese nimmt aber dann auch nicht das 
Ausmaß wie bei den Balb/c-Mäusen an, bei denen sich sehr viele Parasiten in 
nahezu allen inneren Organen finden lassen. Dennoch findet sich ein qualitativ 
anderer Infektionsverlauf als in resistenten Mäusen, bei denen die Entzündung 
immer abheilt und es nie zu einer Viszeralisierung kommt. 
5.2 Analyse der Mechanismen, die für den unterschiedlichen Infekti-
onsverlauf in den PAR2 -/- Mäusen verantwortlich sind. 
Von Bedeutung für die Resistenz gegen Leishmanien sind viele Zelltypen so-
wohl des unspezifischen als auch des spezifischen Immunsystems [2, 42, 48, 
59, 62, 69, 97, 107, 110, 113, 115, 116, 118]. Dabei sind die Makrophagen und 
mehr noch die Th1 Zellen von übergeordneter Bedeutung. Makrophagen stellen 
die einzigen Zellen dar, in der die Leishmanien zu proliferieren vermögen und 
längere Zeit intrazellulär beherbergt werden [11, 28].  
Um die Parasiten endgültig zu eliminieren, muss in den Makrophagen das 
leishmanizide Stickstoffmonoxid (NO) induziert werden, das die Parasiten, die 
in den Phagolysosomen überleben und proliferieren, abtöten kann [106, 118]. 
Die Induktion von NO kann in der Frühphase der Infektion durch sogenannte 
natürliche Killerzellen erfolgen [47, 69]. Für eine effektive Elimination ist aber 
von Th1-Zellen gebildetes IFNγ zwingend erforderlich [108, 117]. Die über-
geordnete Bedeutung der Th1-Zellen kommt in den suszeptiblen Balb/c-
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Mäusen zum Ausdruck, indem eine fehlgeleitete Differenzierung der Th-Zellen 
in einen Th2-Subtyp stattfindet und es aufgrund der ausbleibenden Makro-
phagenaktivierung schließlich zum fatalen Infektionsverlauf kommt. Ebenso 
konnte dabei auch eindeutig gezeigt werden, dass eine effektive Stimulation der 
Makrophagen durch Th1-Zellen auch in genetisch suszeptiblen Mäusen zu 
einem resistenten Phänotyp führt [20, 41, 93, 95, 116]. 
Aufgrund der herausragenden Bedeutung der Th-Zellen für den Verlauf der 
Leishmaniasis wurde zunächst der Typ der L. major spezifischen T-Zell Antwort 
bestimmt. Dazu wurden aus infizierten Tieren CD4 positive T-Zellen isoliert und 
in vitro mit L. major Antigen beladenen dendritischen Zellen restimuliert. An-
schließend wurde die L. major abhängige Zytokinproduktion im Überstand be-
stimmt. In Übereinstimmung mit dieser deutlich herabgesetzten Resistenz konn-
te gezeigt werden, dass Th-Zellen, die aus infizierten PAR2 -/- Mäusen isoliert 
wurden, im Gegensatz zu denen aus PAR2 +/+ Mäusen, eine verminderte anti-
genspezifische Sekretion von IFNγ zeigen bei deutlich verstärkter Sekretion von 
IL-4. 
Um die Ausrichtung der Th-Zell- Differenzierung zu bewerten, ist dabei das Ver-
hältnis dieser beiden Zytokine wichtiger als die absolut produzierten Mengen, 
da auch in Mäusen, die eine Th2-Zell-Antwort zeigen, mehr IFNγ als IL4 produ-
ziert wird. Ein deutlicher Unterschied besteht aber im Quotienten aus Antigen 
spezifischer IFNγ / IL4 Sekretion. Dieser liegt bei einer Th2-Antwort bei ca. 2-5 
und bei der Th1-Antwort > 100 [116]. Bei den PAR2 -/- Mäusen zeigt sich ein 
Zytokinmuster, das eher den suszeptiblen Balb/c-Mäusen als den resistenten 
C57Bl/6-Mäusen entspricht. Allerdings findet sich in Balb/c-Mäusen ein noch 
niedrigeres Verhältnis von IFNγ zu IL-4 Sekretion. In den PAR2 -/- Mäusen fin-
det also eine deutliche Verschiebung der Th-Differenzierung in Richtung einer 
Th2 Antwort statt, ohne das Ausmaß der prototypisch suszeptiblen Balb/c-
Mäuse zu erreichen. Diese Befunde sind in sehr guter Übereinstimmung mit 
dem beobachteten Verlauf der Infektion in den PAR2 -/- Mäusen zu sehen, da 
es nicht wie bei den resistenten C57Bl/6-Mäusen zur Ausheilung kommt, jedoch 
auch nicht zu so einer rapide progressiven Form, wie sie in den Balb/c-Mäusen 
beobachtet wird. 
 
Diskussion 60
 
Aufgrund der übergeordneten Bedeutung der Th-Zellen für die Resistenz ge-
genüber L. major ist zu vermuten, dass die beobachtete Störung der Th1-
Differenzierung in den PAR2 -/- Mäusen auch die Hauptursache für diesen ver-
änderten Infektionsverlauf darstellt. Durch die Verschiebung der Immunantwort 
in Richtung Th2 steht weniger IFNγ für die Aktivierung der die Leishmanien ent-
haltenden Makrophagen zur Verfügung. Gleichzeitig aber führt das vermehrt 
gebildete IL4 zu einer Deaktivierung bzw. zu einer alternativen Aktivierung der 
Makrophagen [1, 38, 67]. Letztlich resultiert daraus eine verminderte Fähigkeit 
der Makrophagen, den intrazellulären Parasiten zu eliminieren. Da Makro-
phagen jedoch auch einen funktionellen PAR2-Rezeptor exprimieren [23, 44, 
77], kann allerdings nicht völlig ausgeschlossen werden, dass durch ihn zusätz-
lich auch ein direkter Einfluss auf die Makrophagenfunktion besteht. 
Es wurde daher im Folgenden untersucht, ob PAR2 Liganden die Produktion 
des für die Elimination der Leishmanien unabdingbaren NO beeinflussen kön-
nen. Dass die Produktion von NO in Gegenwart zumindest eines zusätzlichen 
Stimulus wie LPS und IFNγ gesteigert ist, während die NO-Produktion in un-
stimulierten Makrophagen nicht beeinflusst wird, konnte gezeigt werden. Dies 
steht in guter Übereinstimmung mit Daten von Noorbakhsh et al. Es konnte 
dargestellt werden, dass PAR2 Liganden die mRNA des für die NO-Produktion 
entscheidenden Enzyms NO-Synthetase in murinen Makrophagen induzieren 
[77].  
Demzufolge wirkt eine Ligation des PAR2-Rezeptors unterstützend auf die klas-
sische Aktivierung der Makrophagen durch IFNγ oder LPS [38, 67], während die 
Gegenwart von PAR2-Liganden alleine nicht ausreicht, um Makrophagen zu 
aktivieren. Daher kann vermutet werden, dass zusätzlich zu einer Beein-
flussung der Th-Zell-Differenzierung, auch eine geringere Koaktivierung der 
Makrophagen durch PAR2 Agonisten, zu der herabgesetzten Fähigkeit der Pa-
rasitenelimination beiträgt. Dies kann aber nicht die alleinige Ursache für die 
beobachteten Effekte sein, da eine PAR2 Ligation nur die NO-Produktion in be-
reits aktivierten Makrophagen beeinflusst.  
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Zusammenfassend findet sich ein Effekt auf die Th-Zell-Differenzierung in den 
PAR2 -/- Mäusen und zusätzlich in vitro eine Förderung der klassischen Makro-
phagen Aktivierung durch PAR2 Liganden. Diese beiden Effekte resultieren ein-
deutig in einer geringeren Aktivierung der Makrophagen bei L. major infizierten 
PAR2 -/- Mäusen. Dies hat eine deutlich abgeschwächte Parasitenelimination 
zur Folge. 
5.3 Mögliche Mechanismen, die für die geänderte Th-Zell-
Differenzierung in PAR2 -/- Mäusen bei L. major Infektion verantwortlich 
sein können 
Die entscheidenden Mechanismen, die auf die Th-Zell-Differenzierung in der 
experimentellen Leishmaniasis einwirken, setzen sehr schnell nach Beginn der 
Infektion ein. Es konnte gezeigt werden, dass eine Beeinflussung des Infekti-
onsverlaufes mit den meisten immunmodulierenden Substanzen nur innerhalb 
der ersten Infektionswoche möglich ist, wobei vermutlich die ersten zwei Tage 
nach der Infektion am bedeutendsten sind [10, 20, 40, 52, 109]. 
Inwieweit T-Zellen direkt über den PAR2 beeinflusst werden können, ist um-
stritten. Während im humanen System kein funktioneller PAR2 auf T-Zellen 
nachgewiesen werden konnte [44, 77], existieren Berichte über direkte Effekte 
der Ligation des PAR2 auf T-Zellen [36, 98] im murinen System. Dies führt aller-
dings eher zu einem antiinflammatorischen bzw. Th2-Phänotyp, der im Gegen-
satz steht zu der hier beschriebenen Th2-Induktion in Abwesenheit des Rezep-
tors. 
Insgesamt erscheint bei dieser Datenlage ein direkter Effekt des PAR2 auf die 
Th-Zell-Differenzierung in der experimentellen Leishmaniasis eher un-
wahrscheinlich. Daher ist zu vermuten, dass die Abwesenheit des PAR2 auf 
anderen Zelltypen in den ersten Tagen der Infektion für die veränderte Th-Zell-
Differenzierung verantwortlich ist.  
Die wichtigsten Zellen, die die Th-Zell-Differenzierung in der experimentellen 
Leishmaniasis beeinflussen, stellen dabei die dendritischen Zellen (DCs) dar. 
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Sie präsentieren das Antigen in den lokalen Lymphknoten direkt an Th-Zellen 
und können so unmittelbar auf die Th-Zell-Funktion einwirken [10, 62, 63].  
Einige Arbeitsgruppen berichten über einen Einfluss von PAR2 Liganden auf die 
Reifung humaner dendritischer Zellen aus isolierten Monozyten [27] und eine 
verzögerte Reifung in PAR2 -/- Mäusen in vitro [34]. Allerdings führte die An-
wesenheit zusätzlicher entzündlicher Stimuli zu einer vollständigen Funktions-
fähigkeit muriner dendritischer Zellen [34]. Zusätzlich wird übereinstimmend 
berichtet, dass reife dendritische Zellen nicht mehr über einen funktionellen 
PAR2 verfügen.  
Daher erscheint ein direkter Effekt des PAR2 auf die dendritischen Zellen in der 
Infektion mit L. major ebenfalls eher unwahrscheinlich. Andererseits wurde be-
schrieben, dass dendritische Zellen in der Lage sind, Signale von anderen Zel-
len zu detektieren und so die erhaltenden Informationen als sogenanntes drittes 
Signal an Th-Zellen übermitteln. Dieses dritte Signal, welches neben dem an 
MHC-Molekülen gebundenen Antigen und den kostimulatorischen Signalen an 
T-Zellen übermittelt wird, kann z. B. in löslichen Molekülen wie dem Interleukin-
12 bestehen und die Ausrichtung der Th-Differenzierung wesentlich beein-
flussen [26, 45]. Daher könnten dendritische Zellen sehr gut dazu in der Lage 
sein, die in der Frühphase der Infektion durch die Abwesenheit des PAR2 ver-
änderten Signale in der infizierten Haut an die T-Zellen im Lymphknoten zu 
übermitteln und somit eine „Übersetzung“ des entzündlichen Gewebesignals in 
die „Sprache“ der T-Zellen vorzunehmen. Die Existenz eines „entzündlichen 
Gewebesignals“ und dessen entscheidende Bedeutung für die spätere adaptive 
Immunantwort wird insbesondere von P. Matzinger postuliert [57, 58]. 
Zusammenfassend erscheint ein direkter Effekt des PAR2 auf die Th-Zellen und 
die dendritischen Zellen unwahrscheinlich.  
Es ist eher zu vermuten, dass die Abwesenheit des PAR2 auf anderen, direkt in 
der Haut vorhandenen Zellen zu einem veränderten initialen entzündlichen Sig-
nal führt, das sukzessive durch dendritische Zellen an Th-Zellen weitergegeben 
wird. Wenn diese Hypothese zutrifft, dann müssen innerhalb der ersten Tage 
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nach der L. major Infektion sowohl Liganden des PAR2 in der Haut produziert 
werden, als auch PAR2 exprimierende Zellen anwesend sein. 
Ehrchen et al. konnten im Rahmen einer genomweiten Analyse der kutanen 
Genexpression 16 h nach Infektion mit L. major zeigen, dass in der Tat ein Li-
gand des PAR2, nämlich der Gerinnungsfaktor X [16, 17, 65] in der Haut signi-
fikant hochreguliert wird. Darüber hinaus korrelierte die Expression des Ge-
rinnungsfaktors X mit der Entwicklung einer protektiven Th1 Antwort. Im 
Rahmen dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass es durch Infektion mit 
L. major zu einer transienten Expression des Gerinnungsfaktor X in der Haut 
kommt.  
Diese Expression ist zu allen untersuchten Zeitpunkten in resistenten C57Bl/6-
Mäusen deutlich stärker als in suszeptiblen Balb/c-Mäusen. Dabei kommt es zu 
einer über die ersten beiden Tage der Infektion ansteigenden und danach wie-
der abfallenden mRNA Expression des Gerinnungsfaktors X. Die Expression 
korreliert demnach sehr gut mit dem Zeitfenster, innerhalb dessen die ent-
scheidenden Mechanismen der Th-Zell-Differenzierung wirksam sind [10, 20, 
40, 52, 109]. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der Gerinnungsfaktor X 
von basalen und suprabasalen Keratinozyten exprimiert wird. 
Im Rahmen der experimentellen Leishmaniasis bleibt zunächst unklar, wie es 
zur Induktion des Gerinnungsfaktors X in der Epidermis kommt. Eine direkte 
Interaktion der subkutan applizierten Erreger und der Keratinozyten erscheint 
unwahrscheinlich, ist aber möglich. Eine Phagozytose von Leishmanien durch 
Keratinozyten wurde bisher nie beschrieben. In der Initialphase der Infektion 
kann eine Interaktion der Leishmanien mit den gewebsständigen Makrophagen, 
sowie mit den sehr schnell infiltrierenden Granulozyten erfolgen. Zusätzlich 
kann in begrenztem Maße eine Phagozytose der promastigoten Leishmanien 
durch dendritische Zellen erfolgen.  
Die Phagozytose durch Makrophagen und dendritische Zellen führt dabei rasch 
zur Expression von Immunmodulatoren in diesen Zellen [21], wobei durch diese 
sekretierten Botenstoffe dann wiederum die Keratinozyten beeinflusst werden 
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können. Dies kann zur Produktion von weiteren immunologisch wirksamen Mo-
lekülen führen. 
Physiologisch würde solch eine Interaktion sehr sinnvoll sein, da in der Früh-
phase der Infektion nur wenige Phagozyten am Ort der Infektion vorhanden 
sind. Die in großer Anzahl vorhandenen Keratinozyten könnten eine Art zellulä-
ren Verstärker darstellen, über den die Immunantwort und Rekrutierung von 
Monozyten schnell eingeleitet werden könnte. Zusammenfassend ist eine Be-
einflussung des Immunsystems durch eine Wechselwirkung zwischen dem Ge-
rinnungsfaktor X und dem PAR2 auf vielschichtige Art und Weise möglich. Da 
die Induktion der epidermalen mRNA-Expression des Gerinnungsfaktors X im 
Rahmen der Infektion sehr stark ist, kann vermutet werden, dass dies auch zur 
Sekretion großer Mengen des entsprechenden Proteins in der Haut führt. Am 
wahrscheinlichsten erscheint eine Beeinflussung des lokalen entzündlichen Mi-
lieus durch Faktor Xa, da der PAR2 in der Haut von vielen Zelltypen wie Kerati-
nozyten, Endothelzellen, Mastzellen, Nervenfasern und auch Makrophagen ex-
primiert [14, 64, 96, 103, 105] wird. Durch Aktivierung des PAR2 auf diesen Zel-
len könnte dann die Sekretion von entzündlichen Mediatoren und somit das lo-
kale inflammatorische Milieu beeinflusst werden. Auswirken kann sich dieses 
lokale Milieu dann auf die kostimulatotrische Aktivität sowie die Zytokinprodukti-
on von dendritischen Zellen. So ist ein Einfluss auf die Interaktion der dendriti-
schen Zellen mit den Th-Zellen im lokalen Lymphknoten und die Th-
Differenzierung  bzw. -Polarisierung in Richtung Th1 oder Th2 möglich. Alterna-
tiv ist auch eine direkte Beeinflussung der Th-Zellen im Lymphknoten mittels 
über die Lymphbahnen in die regionalen Lymphknoten transportierter Mediato-
ren denkbar. Diese Hypothese bleibt zu überprüfen. 
Mögliche Signalketten könnten aufgrund der hier erhobenen Befunde somit fol-
gendermaßen aussehen: In den ersten Stunden der Infektion wird L. major von 
Gewebsmakrophagen und Granulozyten phagozytiert. Durch lösliche Ent-
zündungsmediatoren, die entweder von den Parasiten selbst sekretiert oder von 
den Makrophagen und Granulozyten produziert werden, kommt es zu einer In-
duktion des Gerinnungsfaktors X in der Epidermis. Dies führt zu einer Ver-
stärkung des entzündlichen Signals, indem z. B. wie im Rahmen dieser Arbeit 
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gezeigt, in Makrophagen die NO-Produktion stimuliert wird. Dies ist in guter 
Übereinstimmung mit früheren Arbeiten der Arbeitsgruppe um M. Steinhoff, in 
denen gezeigt wurde, dass die proinflammatorische Wirkung von PAR2 
Agonisten nach Injektion in die Haut über NO vermittelt wird [96]. Das NO 
könnte dann die Funktion dendritischer Zellen so beeinflussen, dass diese nach 
Migration in den drainierenden Lymphknoten die Th1-Differenzierung fördern. 
Dabei könnte initial die Fähigkeit dendritischer Zellen L. major zu phagozytieren 
durch NO gefördert werden [80]. Zusätzlich könnte ein Th1-induzierender 
dendritischer Zell-Subtyp induziert werden, der höhere Mengen des wichtigsten 
Th1-induzierenden Zytokins IL-12 produziert [79, 82]. Außerdem wurde be-
schrieben, dass PAR2 Agonisten auch die Produktion proinflammatorischer, 
Th1 induzierender Zytokine wie TNFα, IL-6, IL-1β, IL-8 und IL-12 in murinen 
Makrophagen oder humanen Monozyten fördern [44, 77], was ebenfalls die 
Generierung eines Th1 induzierenden dendritischen Zell-Subtyps vorantreiben 
könnte. Zusätzlich kann z. B. das NO in niedrigen Konzentrationen auch direkt 
auf die Th1-Differenzierung wirken, indem es die Expression des IL-12 
Rezeptors auf T-Zellen erhöht [42, 73-75]. Bei den PAR2 -/- Mäusen fehlen 
interessanterweise diese initialen, über den PAR2 vermittelten entzündlichen 
Signale, die zu einer Inhibition der Th1-Differenzierung und dem beobachteten 
chronischen Krankheitsverlauf führen könnten.  
Dass durch in Keratinozyten produzierte Mediatoren, wie den in dieser Arbeit 
beschriebenen Gerinnungsfaktor X, prinzipiell die spezifische Immunantwort 
beeinflusst werden kann, wurde im letzten Jahr durch ZENZ et al [119] an ei-
nem murinen Psoriasis-Modell eindrucksvoll gezeigt. Da in Psoriasishaut-
läsionen beim Menschen die Expression der Proteine JunB und c-Jun herunter-
reguliert wird, wurde ein transgenes Mausmodell entwickelt, in dem beide 
Proteine selektiv nicht mehr epidermal exprimiert werden können. Dies führte 
zu einer deutlichen Störung des epidermalen Zytokin-Metabolismus und zur 
Entwicklung von psoriasiformen Hautläsionen. Interessanterweise entwickelten 
die transgenen Mäuse auch arthritische Läsionen. Dieser Effekt war T-Zell-
abhängig. Somit wurde elegant gezeigt, dass eine Veränderung des epi-
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dermalen Metabolismus zur Generierung autoreaktiver T-Zellen führte und 
somit einen eindeutigen Effekt auf die spezifische Immunantwort hatte [119]. 
Die im Rahmen dieser Arbeit anhand der experimentellen Leishmaniasis er-
haltenen Resultate könnten auch für das bessere Verständnis der Pathogenese 
nicht infektiöser entzündlicher Dermatosen und der möglichen Funktion des 
PAR2 in diesen Erkrankungen bedeutsam sein.  
Bei vielen entzündlichen Dermatosen mit weiterhin unklarer Pathogenese, wie 
bspw. der atopischen Dermatitis und der Psoriasis, liegen gleichzeitig Defekte 
der Th-Differenzierung und ein gestörter Metabolismus der Haut vor. Generell 
wird momentan davon ausgegangen, dass der Defekt der spezifischen Immun-
antwort dabei das primäre pathogenetische Prinzip ist. Die in dieser Arbeit prä-
sentierten Ergebnisse sprechen aber dafür, dass auch in der Haut produzierte, 
initiale entzündliche Botenstoffe (Proteasen wie z. B. F. Xa, Kallikreine, Trypta-
se etc.) die spezifische Immunantwort über den PAR2 beeinflussen können. 
Dies besitzt große Relevanz für die Entwicklung ursächlicher Therapien. Mo-
mentan erfolgt primär eine immunsuppressive Therapie, wobei es nach Ab-
setzen der Therapie meist schnell zu einem Rezidiv kommt. Die Entwicklung 
von Therapiekonzepten, die mit der Signaltransduktion über den PAR2 inter-
ferieren oder die Expression von PAR2 Liganden wie dem Gerinnungsfaktor X 
in der Haut beeinflussen, könnten von entscheidendem Nutzen für die 
optimierte Behandlung dieser wichtigen Erkrankungen sein. Zunächst jedoch 
muss überprüft werden, ob die am Mausmodell erhaltenen Resultate, auf den 
Menschen und auf nicht infektiöse Dermatosen übertragen werden können. 
Zusammenfassend resultieren aus dieser Arbeit vielfältige Ansätze für weitere 
Untersuchungen zur Pathogenese und mögliche Therapiekonzepte bei 
infektiösen, aber auch nicht infektiösen entzündlichen Dermatosen über die 
Manipulation von Proteasen oder PAR-Rezeptoren [18, 81, 83, 101, 102]. 
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6 ABKÜRZUNGSGLOSSAR 
~ ungefähr 
°C Grad Celsius 
µl Mikroliter 
A. bidest. Aqua bidestillata (zweifach destilliertes Wasser) 
Anti-DIG-Antikörper Anti-Digoxigenin-Antikörper 
APC Antigenpräsentierende Zellen 
Balb/c-Mäuse Mausstamm 
BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 
bzw. beziehungsweise 
C3b Komplementfaktor C3b 
C57BI/6 Mausstamm 
ca. circa, ungefähr 
CaCI2 Calciumchlorid 
CL kutane Leishmaniose 
CR3 Komplementrezeptor 3 
Ct-Wert Cycle-threshold-Wert 
d Tag 
DC dentritische Zellen 
DCL diffuse kutane Leishmaniose 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DIG Digoxigenin 
DMF Dimethylformamid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
et al. und andere 
FX Stuart-Prower-Faktor, Thrombokinase ,Faktor X 
g phys. Gravitation 
GAPDH Gapdh Glycerol Aldehydphosphat Dehydrogenase (Housekeeping 
Gen) 
h Stunde 
H2O Wasser 
HCL Salzsäure 
iFCS inaktiviertes fetales Kälberserum 
 
Abkürzungsglossar 68
 
IFNγ Interferon gamma 
IgE Immunglobulin E 
IgG Immunglobulin G 
IL Interleukin (4,5,10,12,13) 
IP-10 Chemokin vom CXC Typ Nummer 10 
ISH in situ Hybridisierung 
Kb Kilobasen 
KC Chemokin 
KCI Kaliumchlorid 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
konz. Konzentration 
L. major/ Lm Leishmania major 
LACK L. major-Antigen (Homolog der aktivierten C-Kinase) 
LC Langerhanszellen 
LDA limitierte Verdünnungsanalyse 
Lnull Ausgangslänge RNA 
LPS Lipopolysaccharid 
Lux Beleuchtungsstärke 
MCL mukokutane Leishmaniose 
MCP-1 Methyl-akzeptierende Chemotaxis- Proteine 
mg Milligramm 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex 
MIG Chemokin 
min Minute 
MIP1α Th2 assoziiertes Chemokin 
ml Milliliter 
mm Millimeter 
mM Millimol 
mol/l Mol pro Liter 
MW Molekulargewicht 
N Chemische Normalität 
Na Natrium 
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 
NaCl Natriumchlorid 
NaOH Natriumhydroxid 
NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
N-fold Regulationsfaktor 
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ng/ml Nanogramm pro Milliliter 
NK-Zellen natürliche Killer-Zellen 
nm Nanometer 
NO Stickstoffmonoxid 
nt Nukleotide 
OD optische Dichte 
PAR Proteinase-aktivierter Rezeptor 
PAR2 Proteinase-aktivierter Rezeptor-2 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PCR Polymerase Kettenreaktion 
PFA Paraformaldehyd 
pg/ml Pikogramm pro Milliliter 
pH potentia hydrogenii 
PV parasitophore Vakuole 
QRT-PCR QQuantitative PCR 
RNA  Ribonukleinsäure (m,mt,t) 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Real Time PCR 
S. Seite 
s. siehe 
S100A9 Protein der S100 Familie Nt. A8 
SDM Schneider’s Drosophila Medium 
sek. Sekunden 
sog. sogenannt 
SSC sStandard sSaline cCitrat Stammlösung 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA Puffer 
TCR T-Zell -Rezeptor 
TGF transforming growth factorTransformierender Wachstumsfaktor 
Th1/Th2 Zellen T- Helfer Zellen 
TNFα Tumornekrosefaktor alpha 
Tris-HCl Tris-Salzsäure 
T-Zelle T-Lymphozyt 
u.a. unter anderem 
U/µl Einheit pro Mikroliter 
VL viszerale Leishmaniose 
WHO world health organisation (Weltgesundheitsorganisation) 
z. B. zum Beispiel 
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